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RESUME 
Le syndrome de detresse respiratoire aigue (SDRA) est une maladie tres grave du poumon. 
Malgre les nombreuses etudes entreprises au cours des ans, le taux de mortalite est encore 
eleve et aux alentours de 35% a 40%. Comme il n'existe aucun traitement specifique, le 
praticien doit s'appuyer sur des outils devaluations fiables, qui vont lui permettre d'evaluer la 
reparation (ou la degradation) du poumon et se contenter d'un traitement de support. 
Les outils d'imagerie dont dispose le praticien sont nombreux et varies (biopsie, tomographie, 
resonance magnetique,...). Ces modalites fournissent certes une image globale de la structure 
du poumon, et permettent de detecter facilement de nombreuses pathologies. Cependant, 
malgre les dernieres avancees en matiere de resolution et de qualite d'image, les systemes 
d'imageries utilises actuellement ne donnent pas d'information au niveau cellulaire. Or, c'est 
a ce niveau que Ton peut vraiment voir les mecanismes d'evolution de cette maladie. 
II serait done interessant de trouver un moyen de visualiser le poumon a l'echelle cellulaire, 
sans pour autant etre trop invasif, comme Test la biopsie pulmonaire. La microscopie in vivo 
peut etre une solution a ce probleme. A l'aide d'une sonde, placee directement sur le poumon, 
le praticien pourra evaluer l'etat du poumon de son patient en temps reel. C'est ici le but de 
l'etude, qui a ete realisee sur des rats. Apres injection de marqueurs specifiques 
(reconnaissance de certaines cellules par exemple), il devient possible d'evaluer l'etat du 
poumon, par des considerations structurelles, cellulaires, et fonctionnelles notamment. 
Outre l'etape ou il a fallu choisir les bons produits de marquage selon ce qu'il etait vise de 
visualiser, il a ete necessaire de developper des outils de stabilisation de la sonde. En effet, les 
mouvements du coeur et des poumons, apportent sur les images un flou cinetique qui corrompt 
les resultats, ce qui peut amener une erreur de diagnostic. II a done ete necessaire de 
supprimer ce flou en developpant notamment un systeme de succion pour maintenir un contact 
entre la sonde et le poumon. 
Mots cles: SDRA, poumon, microscopie endoscopique, fluorescence 
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LEXIQUE 
SDRA : Syndrome de Detresse Respiratoire Aigue 
ARDS : Acute Respiratory Distress Syndrom (traduction anglaise du SDRA) 
OLB : Open Lung Biopsy (traduction anglaise de « biopsie pulmonaire » ouverte) 
Pneumothorax : presence d'air entre les deux plevres du poumon. 
Hemothorax : Presence de sang entre les deux plevres du poumon 
Endoluminal: Qualifie de facon generate tout ce qui concerne l'interieur d'un vaisseau 
ou d'un canal. 
FITC : Fluorescein isothiocyanate : il s'agit du terme anglais pour fluoresceine, qui est 
un agent de fluorescence ayant une longueur d'onde d'excitation a 488nm. 
Membrane epitheliale (epithelium): Membrane qui tapisse une cavite, les alveoles 
dans notre cas. 
Extravasation : fait pour un liquide de quitter son espace d'origine vers les tissus 
alentours (ex : d'un capillaire vers une alveole) 
Photobleaching : Degradation d'un fluorophore. 
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CHAPITRE 1 
INTRODUCTION 
1.1 Mise en contexte et problematique 
Le Syndrome de Detresse Respiratoire Aigu (SDRA) est une maladie pulmonaire 
extremement grave. Les medecins ont de grandes difficultes a evaluer revolution de cette 
maladie. En effet, il n'existe pas encore de methode permettant d'evaluer la reparation 
pulmonaire et ainsi d'adapter au besoin le traitement administre au patient. Les systemes 
d'imagerie actuels, bien que performant et fournissant une tres bonne vision d'ensemble du 
poumon, ne donnent pas d'informations pertinentes quant a revolution de la reparation 
pulmonaire. Les dernieres versions d'appareils CT {Computed Tomography pour 
tomodensitometrie) proposent une excellente resolution, mais ce n'est pas suffisant dans le cas 
du SDRA. En effet, revolution de la maladie se passe au niveau cellulaire, et ces appareils 
n'ont pas suffisamment de resolution. II est done important de trouver un moyen efficace et si 
possible non invasif (le prelevement de poumon est efficace mais dangereux pour les patients) 
d'imager la reparation du poumon afin d'aider le medecin a evaluer cette reparation 
pulmonaire. 
Ceci demande done une convergence de plusieurs specialties. Tout d'abord 1) la medecine. II 
faut savoir comment fonctionne le poumon, quels sont les mecanismes mis en jeu, les 
agressions pulmonaires,.... 2) Des connaissances dans les produits fluorescents sont 
egalement tres importantes. En effet, il faut savoir comment fonctionnent les marqueurs, leur 
interaction avec les cellules,...Enfin, 3) une connaissance en imagerie medicale, et plus 
particulierement en microscopie sont requises, afin de bien comprendre les mecanismes du 
microscope et voir l'interaction de celui-ci avec le poumon. 
Le but de cette etude a done ete d'observer, a l'aide d'un microscope endoscopique, la 
reparation pulmonaire chez le rat, suite a diverses agressions. Plusieurs mecanismes cellulaires 
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seront etudies : mort cellulaire (apoptose), recrutement des neutrophiles, cedemes, ainsi que le 
visionnement de certaines cellules specifiques du poumon. 
1.2 Definition du projet de recherche 
Etant donne que les outils devaluation de la reparation pulmonaire sont vraiment peu 
specifiques, l'idee d'investiguer le poumon par une approche endoscopique semble judicieuse. 
La solution pourrait etre alors d'effectuer un monitorage direct en utilisant une technique de 
microimagerie. Observant la microstructure du poumon, et a l'aide de marqueurs de reparation 
ou de non-reparation, le clinicien pourrait alors orienter son traitement en fonction de ce qu'il 
observe. II s'agirait d'une nouvelle technologie revolutionnaire adaptable au chevet des 
patients en condition critique aux soins intensifs par une approche transthoracique a risque 
faible et morbidite reduite, et sans devoir le deplacer au departement de radiologie (pour des 
examens type IRM ou rayons X par exemple). 
C'est done le developpement d'une solution de microimagerie qui a ete choisie pour cette 
etude, qui se concentre sur le petit animal (le rat, qui est un animal tres utilise en recherche). 
Des experiences sur le cochoh ont egalement debute mais l'essentiel de l'etude a porte sur le 
rat. Pour ce faire, nous utilisons un systeme d'imagerie de fluorescence confocal, le Fivel, 
developpe par la compagnie australienne Optiscan. II s'agit d'un microscope equipe d'un 
endoscope, qui va permettre une approche in vivo du poumon. 
1.3 Objectifs du projet de recherche et defis rencontres 
L'objectif du projet de recherche est d'etre capable de visualiser le poumon sain ou malade a 
l'echelle cellulaire a l'aide de differents marqueurs fluorescents. 
Plusieurs defis ont du etre releves au cours des experiences. Tout d'abord, le choix des 
marqueurs. II a en effet fallu trouver des marqueurs fluorescents permettant de visualiser 
correctement le poumon ainsi que certains mecanismes cellulaires presents dans celui-ci. De 
nombreux essais ont ete faits pour trouver les marqueurs adequats, mais aussi pour determiner 
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la bonne concentration et la bonne quantite de produit a injecter a l'animal. Le choix de la 
voie d'injection (intraveineux ou intrapulmonaire) a tres souvent ete determine par le produit 
lui-meme. Mais pour d'autres, il a fallu faire un choix en fonction de la pertinence des 
resultats obtenus, certains marqueurs pouvant s'injecter par les deux voies d'administration 
possible. 
Etant donne que le travail s'est effectue sur des animaux vivants, les poumons et le coeur 
etaient en mouvement constant, apportant alors des artefacts de mouvements dans les images. 
II a done fallu trouver une facon de remedier a ce probleme. Le maintien de la sonde a tout 
d'abord ete etudie. Le support fourni avec le FIVE1 n'etait en rien satisfaisant et adapte aux 
besoins de Petude. II a done fallu trouver un moyen de maintenir la sonde correctement, tout 
en s'adaptant facilement a Panatomie des rats : un bras articule. Afin de diminuer encore plus 
les artefacts de mouvement, ce systeme de maintien a ete jumele a un systeme de succion qui 
apporte un contact permanent entre le poumon et la sonde. En effet, le liquide present a 
Pinterface sonde/poumon, en plus du mouvement des organes, faisait glisser la sonde sur la 
surface du poumon. 
Chez le rat, le cceur est tres proche du poumon. Ces artefacts corrompaient certains resultats. 
Une solution a done du etre trouvee afin de remedier a ce probleme : un systeme de succion. 
1.4 Contributions originales 
Les mecanismes cellulaires tels que le recrutement des polynucleaires neutrophiles ou encore 
Papoptose (mort cellulaire programmed) ont ete le sujet de nombreuses etudes ex vivo, avec 
des resultats tres interessants et prometteurs (Hakumaki et Brindle, 2003). Cependant, peu 
d'etudes ont ete faites in vivo, et e'est justement le cceur de Petude. Certains marqueurs 
n'avaient jamais ete utilises in vivo, certains etant meme elabores pour les etudes ex vivo. 
L'approche transthoracique n'a pas non plus enormement ete investiguee, meme si 
actuellement de plus en plus d'etudes y sont consacrees (Reissig et Kroegel, 2003). 
Done, le fait d'apporter une imagerie in vivo, et ce avec une grande resolution, au suivi de la 
reparation pulmonaire amene une toute autre approche que celle dont disposent les medecins, 
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avec les outils d'imagerie actuellement disponibles (CT, IRM, rayons X, tomographic 
d'emission par positrons,...). L'etude sur le rat a permis d'etablir les bases de l'etude, celles 
sur le cochon a permis de montrer que Papplication a l'homme etait envisageable. 
1.5 Plan du document 
L'etat de l'art commence par une revue de litterature sur le Syndrome de Detresse 
Respiratoire Aigu. La suite de l'etat de l'art porte sur l'imagerie du poumon, decrivant les 
differents types de modalites d'imagerie existantes, ainsi qu'une partie explicative sur la 
microscopie confocale. 
Le chapitre suivant vient ensuite expliquer le fonctionnement du poumon, au niveau de 
l'anatomie, de la physiologie et des pathologies. II presente egalement la methodologie, du 
modele animal aux marqueurs fluorescents, en s'attardant egalement sur le materiel 
d'imagerie utilise. Les resultats sont ensuite proposes, presentant chacun des phenomenes 
etudies, suivis ensuite par la discussion, qui s'attarde a comparer les resultats obtenus. 
La qualite des images a du etre amelioree, car, a des fins de publication, elle n'etait pas 
satisfaisante. Le chapitre 5 presente ce qui a ete fait pour ameliorer cette qualite d'image ainsi 
que le logiciel utilise pour les experiences puis le traitement qui a ete necessaire pour 
optimiser au maximum la qualite des images. 
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CHAPITRE 2 
ETAT DE L'ART 
2.1 Le syndrome de detresse respiratoire aigue 
Le Syndrome de Detresse Respiratoire Aigue (SDRA ou ARDS en anglais, pour Acute 
Respiratory Distress Syndrome) est au centre de nombreuses etudes. En effet, meme si cette 
maladie est connue depuis de nombreuses annees, le taux de mortalite associe est encore tres 
eleve (on parle de 35% de mortalite, certaines etudes annoncant meme un taux de 40 a 60 % 
(Suchyta et al., 1999)). C'est une defaillance tres severe du poumon due a une inflammation et 
une augmentation de la permeabilite du poumon, et plus precisement du reseau vasculaire, 
avec des predispositions, comme un sepsis severe par exemple (Wheeler et Bernard, 2007). 
L'inhalation de certaines substances gastriques, d'hydrocarbures, de composes irritants 
(chlore, ozone, fumee metallique) peut egalement etre a l'origine de cette maladie. L'etude 
precedente montre que la frequence de ce syndrome augmente dans les pays developpes 
(jusqu'a 80 cas pour 100 000 personnes par an (Rubenfeld et al., 2005)). L'un des gros 
problemes rencontre avec cette maladie est le diagnostic. II est en effet tres difficile de 
differencier le SDRA d'une autre agression (choc septique par exemple) (Bernard et al., 
1994). 
L'epidemiologie du SDRA doit etre prise en compte afin d'ameliorer sa guerison (Frutos-
Vivar et al., 2004). En effet elle permettrait de mieux determiner les criteres permettant de 
definir clairement un SDRA, ce qui n'est pas encore le cas actuellement. 
Un groupe de travail (Matthay et al., 2003) a publie des recommandations concernant les 
recherches a venir: une meilleure comprehension de la maladie, aborder une approche 
genetique et genomique. De nombreuses etudes ont suivi ces recommandations, et dans de 
nombreuses publications, l'aspect genetique du SDRA est aborde ((Marshall et al., 2002), 
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(Villar, 2002)). Et il s'avere que certains genes pourraient en effet jouer un role dans le 
developpement du SDRA (Gong, 2006). 
La bleomycine, qui est un agent anticancereux, provoque une atteinte pulmonaire aigue en 
injection intrapulmonaire directe chez l'animal (ALI, Acute Lung Injury), qui est une forme 
moins grave d'agression que le SDRA (Sato et al., 2000). Son modele est reconnu car elle 
produit des effets similaires a ceux produits par le SDRA : comme pour ce dernier, elle cree 
un oedeme, une inflammation et une non-reparation pulmonaire dans le temps (en 2 a 3 
semaines) (Hay et al., 1991). Ce produit a done ete utilise dans l'etude afm de provoquer une 
atteinte pulmonaire chez les rats. 
L'hyperoxie est le fait d'exposer le poumon a des pressions superieures auxqulles il 
fonctionne normalement. Le modele hyperoxique provoque une reponse aigue du poumon. En 
effet, apres une phase d'exsudation (ecoulement de liquide), une phase comprenant une 
fibrose et une hyperplasie (augmentation du nombre de cellules) survient. Au bout de 40 a 72 
heures d'exposition, le poumon du rat entre dans une phase d'exsudation (Smith, 1973). Ce 
modele est done interessant car un oedeme va se former pendant cette phase. 
2.2 L'imagerie du poumon 
Les systemes permettant d'imager le corps humain, et en particulier le poumon, car e'est le 
cas qui nous interesse presentement, sont nombreux et tres varies, que ce soit par leur 
approche vis a vis du poumon, mais aussi par leurs techniques respectives. Chaque systeme a 
ses limites, de par leurs technologies meme (sensibilite, precision) et le fait qu'il demande une 
mobilisation du patient. En effet, il n'est vraiment pas evident et judicieux de deplacer un 
patient qui est en situation critique. Tous ces systemes d'imagerie peuvent etre separes en 
deux categories : l'imagerie ex vivo et l'imagerie in vivo. 
L'echographie, qui est une technique basee sur la visualisation des tissus par ultrasons, peut 
etre utilisee pour imager le poumon, atteint par exemple du SDRA, mais elle est tres limitee 
dans son mode conventionnel par sa sensibilite reduite, qui depend beaucoup du praticien (la 
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fa9on dont la sonde est placee sur le thorax peut varier d'un praticien a un autre), ainsi que par 
sa resolution. Une technique amelioree assez recente permet de mesurer la quantite d'eau 
extravasculaire dans le poumon : les ULCs (pour Ultrasound Lung Comets). Cette eau est tres 
presente dans le SDRA, due a l'epaississement des parois alveolaires. Une etude (Gargani et 
al., 2007) a voulu tester l'efficacite de l'utilisation des ULCs associee a l'echographie. Pour 
cela, ils ont utilise chez le cochon un modele d'attaque pulmonaire, qui reproduit les 
premieres phases du SDRA (modele de l'acide oleique, ou huile). Ils sont arrives a la 
conclusion que l'utilisation des ULCs dans ce modele permet de detecter tres rapidement l'eau 
extravasculaire. Cependant, l'echographie n'identifle pas efficacement 1'inflammation ou 
specifiquement les remaniements structuraux du SDRA. 
La tomodensitometrie ou TDM (ou CT pour Computed Tomography), qui utilise les rayons X 
est un outil tres repandu et utilise pour Fimagerie du poumon, comme le precise la revue de 
litterature faite par Simon (Simon, 2000). En effet, elle possede une tres bonne resolution, une 
bonne vitesse d'acquisition. Certaines mesures importantes peuvent meme etre faites a l'aide 
de cette technologie comme le volume du poumon (partiel ou total), le recrutement des 
espaces alveolaires sous certaines conditions,...En utilisant des traceurs en technique 
nucleaire combinee, comme le Xenon, le clinicien est egalement capable de voir la circulation 
de Fair dans le poumon. La resolution de la TDM progresse, mais reste limitee a Fechelle 
alveolaire et cellulaire. 
Avec le temps, la technologie a grandement progresse depuis la revue de Simon et Fun de ses 
derives, la tomodensitometrie d'emission SPECT (Single Photon Emission Computed 
Tomography) (Petersson et al., 2007) est en plein essor. Bien qu'ayant une moins bonne 
resolution que la TDM, et un temps d'acquisition plus long, la SPECT permet de visualiser 
plusieurs mecanismes simultanement, comme la circulation sanguine et d'air. De plus, tout 
comme la TDM, la reconstruction 3D est possible. Cela donne done des informations 
tridimensionnelles sur la taille d'une tumeur par exemple, ou sur Farchitecture meme du 
poumon. Dans tous les cas ces techniques necessitent le deplacement du patient car la 
machinerie n'est pas deplacable au chevet. 
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L'imagerie par resonance magnetique (IRM) est egalement une technique tres repandue. A ses 
debuts, 1'IRM avait une intensite d'image tres basse (les tissus n'apparaissait pas clairement), 
due a la faible densite de protons et a une inhomogeneite des tissus. Mais de nouvelles 
avancees ont permis de minimiser ces problemes (Hopkins et al., 2007). Dans le cas du 
poumon, ce probleme de faible intensite est tres present. En effet, le poumon contient de l'air, 
ce qui n'est pas facilement detectable avec 1'IRM. De plus, les interfaces air-fluides apportent 
ce que Ton appelle des artefacts de susceptibilite. Des ameliorations de 1'IRM sont egalement 
interessantes pour l'imagerie du poumon. Comme pour le CT Scan, 1'IRM est une machinerie 
lourde, necessitant le deplacement du patient, et ne permettant essentiellement qu'une etude 
precise structurale (non cellulaire) et non fonctionnelle. 
Le poumon est sans cesse en mouvement, ce qui provoque des artefacts de mouvements 
(dynamique vs statique) dans les images. C'est pourquoi la « Fast MRI » peut etre une bonne 
solution (Hatabu et al., 1999). Le principe reside dans l'utilisation de nouveaux recepteurs et 
d'une antenne RF. L'acquisition des donnees est d'autant plus rapide que le nombre de 
canaux augmente. 
La biopsie pulmonaire (ou OLB en anglais, pour Open Lung Biopsy) est une operation qui 
consiste a prelever un petit morceau de poumon afin de l'etudier sous un microscope 
conventionnel ex vivo. II peut etre a fluorescence ou optique, selon ce que Ton desire 
observer. II existe deux procedures pour le prelevement: par voie endoscopique, c'est a dire a 
l'aide d'un fibroscope qui est introduit dans la trachee ou par voie chirurgicale. II faut noter 
que la biopsie est tres souvent accompagnee d'une imagerie par scanner, afin de reperer les 
zones judicieuses pour la microscopie et ainsi eviter de faire des prelevements dans des zones 
du poumon non atteintes. La biopsie est couramment utilisee pour diagnostiquer des maladies 
telles que la tuberculose ou la sarcoi'dose. Elle est utilisee pour le suivi du SDRA (Kao et al., 
2006). Cependant, son utilisation peut etre remise en cause. En effet, il n'est pas forcement 
tres pertinent de prelever un morceau de poumon chez des patients qui sont deja en situation 
critique, une intervention chirurgicale pouvant provoquer des complications. De plus la 
pratique d'une biopsie comporte des risques non negligeables de pneumothorax, 
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d'hemothorax, d'hypotension ou de diverses infections. Ces risques sont d'autant plus present 
que les patients sont dans un etat tres critique ((Papazian et al., 1998),(Kao et al., 2006)). 
Toutes ces techniques sont tres utiles pour dormer une information anatomique du poumon : sa 
structure generate, son «aspect». Cependant, elles ne donnent pas d'informations plus 
specifiques du poumon : sur les sacs alveolaires par exemple, hormis la biopsie pulmonaire, 
qui donne elle aussi une information a caractere microscopique du poumon, ni sur sa capacite 
de reparer une lesion. C'est la qu'entre en jeu l'imagerie in vivo du poumon avec usage de 
traceurs specifiques de structure et de reparation. 
L'une de ces techniques est la micro tomodensitometrie (micro-CT). De nombreuses etudes, 
portant sur des petits animaux, y sont consacrees ((Kriete et al., 2001), (Namati et al., 2006), 
(Ford et al., 2007),...). Les principaux problemes de cette technologie sont une resolution 
limitee et un faible rapport signal sur bruit. Un groupe de chercheurs (Namati et al., 2006) a 
utilise une nouvelle technique appelee IIBH (Intermittent Iso-pressure Breath Hold), qui est 
une technique de declenchement qui introduit une pseudo apnee dans le cycle 
d'hyperventilation, ce qui a pour effet de grandement diminuer les artefacts de mouvements. 
2.3 La microscopie confocale 
Le probleme de la microscopie conventionnelle est la diffraction de la lumiere dans des 
coupes epaisses. Les images obtenues sont tres floues dues a un rapport signal sur bruit tres 
eleve. Le principe de la microscopie confocale est en fait 1'utilisation de deux diaphragmes 
appeles pinholes, places devant la source lumineuse (un LASER) pour la limiter a un point et 
1'autre devant le detecteur (dans le plan conjugue) supprimant alors les rayons lumineux qui 
ne viennent pas du plan focal (figure 2.1). 
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Diaphragmes Detecteur 
LASER | 
Objectif 
Plan focal 
Echantillon 
- Faisceau lumineux dans le plan focal 
- Faisceau lumineux hors du plan focal 
Figure 2.1 : Principe de la microscopie confocale. 
Le microscope confocal peut etre utilise pour detecter de la fluorescence. Dans ce cas, le 
LASER du microscope va exciter des fluorophores presents dans le tissu, soit naturellement 
(on parle alors de fluorescence endogene ou d'autofluorescence), soit injectes (fluorescence 
exogene). Ces fluorophores vont reemettre de la lumiere que le microscope va capturer. Tous 
les fluorophores excites qui ne sont pas dans le plan focal du microscope ne seront pas pris en 
compte dans Pimage finale. 
Deux systemes endoscopiques commerciaux existent egalement, qui utilisent deux approches 
differentes. L'un possede une sonde souple (systeme Mauna Kea) et l'autre une sonde rigide 
(systeme FIVE1 d'Optiscan ; celui que nous utilisons - FIVE1 est l'acronyme de Fluorescent 
In Vivo Endomicroscope). Dans le cas du poumon, seul le premier systeme peut etre utilise en 
voie interne ((Thiberville et al., 2007), (Abrat et Masters, 2006)). La technique utilisee est 
appelee FCFM (pour Fibered Confocal Fluorescence Microscopy). Dans le cas de l'etude 
avec le Mauna Kea, on parle d'alveoloscopie, car la sonde peut se rendre jusque dans les 
alveoles. On precede aussi par fluorescence. II faut done injecter des fluorophores dans les 
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tissus, ou utiliser la fluorescence endogene (autofluorescence) de ces derniers (ce qui a ete fait 
jusqu'a present.. .)-
La difference majeure entre ces deux systemes est la technique utilisee. Le systeme de la 
societe Optiscan fait partie de la categorie des microscopes confocaux MEMS 
(MicroElectroMechanical System pour systeme microelectromecaniques). Tout le systeme 
optique se sitae dans la sonde. Neuf lentilles s'y trouvent, ainsi que tout le mecanisme pour les 
deplacer, et ainsi deplacer le plan focal. L'image a la sortie de la sonde est done deja agrandie, 
et est achemine telle qu'elle jusqu'a l'unite centrale. Le systeme comprend une fibre optique 
principale qui va etre separee en deux par un coupleur, allant vers le detecteur d'un cote, et 
provenant de la source lumineuse de l'autre (voir figure 2.2). Une description detaillee est a la 
section 3.5. 
emetteur 
detecteur 
coupleur reseau de lentilles 
Figure 2.2 : Fibre optique dans le systeme d'Optiscan. 
Le systeme de Mauna Kea est different dans le sens ou la sonde est souple. Elle est egalement 
beaucoup plus petite (1,4mm contre 7mm pour la sonde de l'appareil d'Optiscan). Le reseau 
de lentilles et de miroirs se trouve dans l'unite optique (appelee ici LASER Scanning Unit). Le 
systeme comprend 30000 fibres, ayant chacun un coeur d'un diametre de l,9|im. Chaque fibre, 
grace a un reseau de miroirs, est parcourue 12 fois par secondes par le faisceau du LASER. La 
vitesse d'acquisition du systeme est done de 12 images par secondes. 
Ces deux microscopes sont done vraiment tres differents de par leur approche. Le systeme 
Mauna Kea s'introduit dans le poumon alors que le FIVE1 s'applique sur le poumon. De plus, 
le choix technologique est tres different: le FIVE1 possede tout son systeme optique dans 
l'endoscope. Pour le Mauna Kea, le reseau de fibres optiques est le seul constituant de 
l'endoscope, ce qui lui apporte une grande flexibilite et moins d'artefacts de mouvement. Le 
FIVE1 permet de se deplacer dans le tissu grace au controle du plan focal. Cela permet d'avoir 
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une visualisation tridimensionnelle du poumon. C'est ce point-ci qui a determine le choix du 
FIVE1. Pour le rat, l'approche s'est faite a travers le diaphragme, mais pour le cochon, la 
sonde a pu etre inseree entre deux cotes, ce qui diminue grandement l'invasivite de la 
procedure. 
Ces techniques sont les seules actuellement disponibles proposant une imagerie de 
microscopie in vivo, dormant ainsi des informations complementaires a celles recueillies avec 
les autres techniques. Ces nouvelles informations sont necessaires dans le cas du SDRA, car 
c'est au niveau cellulaire que Ton voit reellement si le poumon se repare ou non. 
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CHAPITRE 3 
POUMON ET METHODOLOGIE UTILISEE 
3.1 Anatomie du poumon 
Le poumon est le lieu d'echange de gaz tels que l'oxygene, ou bien encore le dioxyde de 
carbone. L'oxygene, vital au corps humain et implique dans de tres nombreux mecanismes est 
recueilli, alors que le dioxyde de carbone y est evacue. 
toU$m0ri§m/ *.'.',*• \ J*i* sapirMm 
f4 
Figure 3.1 : Anatomie du poumon. 
L'homme possede deux poumons (un gauche et un droit) separe par le mediastin. Le 
mediastin est la partie du thorax qui contient le cceur, la trachee et l'oesophage, ainsi que 
quelques gros vaisseaux et nerfs. lis reposent sur le diaphragme, qui est un muscle qui permet, 
grace a une depression creee par sa contraction, de faire entrer de l'air dans les poumons, ces 
derniers etant proteges par la cage thoracique. 
Le poumon droit est separe en trois lobes (superieur, moyen et inferieur) et le poumon gauche 
en deux lobes (superieur et inferieur). Les poumons sont attaches a la cage thoracique par 
l'intermediaire de deux membranes : la plevre. Elle est constituee de deux feuillets : la plevre 
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viscerale recouvre le poumon alors que la plevre parietale recouvre la paroi thoracique. Une 
pression negative entre ces deux plevres permet de les maintenir en contact, ce qui permet que 
le poumon soit indirectement accole a la cage thoracique. 
3.2 Physiologie du poumon 
L'inspiration et l'expiration constituent un cycle respiratoire. C'est pendant ce cycle que les 
poumons sont ventiles et que les echanges gazeux ont lieu. Le sang charge en dioxyde de 
carbone doit etre nettoye et enrichi en oxygene. II provient du cceur, plus precisement du 
ventricule droit. II se rend jusqu'au poumon via l'artere pulmonaire. Une fois dans le poumon, 
le sang est decharge de son dioxyde de carbone puis enrichi en oxygene. II repart ensuite vers 
le cceur via les veines pulmonaires. Cette partie de la circulation sanguine s'appelle la 
circulation pulmonaire (en opposition a l'autre circulation, qui amene le sang oxygene dans 
les organes et qui ramenent le sang riche en dioxyde de carbone, qui s'appelle la circulation 
systemique). L'air passe par les voies aeriennes superieures (qui comprennent, le nez, le 
larynx, le pharynx), puis par la trachee qui se divisent en deux branches, que l'on appelle 
branches souches. Ces deux branches se subdivisent de tres nombreuses fois jusqu'aux 
bronchioles. 
Ces bronchioles sont ensuite reliees aux alveoles qui sont le siege des echanges gazeux entre 
l'air et le sang. Les alveoles ont une paroi tres fine (environ 200nm). A titre de comparaison, 
un globule rouge fait 7um. Cette paroi contient les capillaires sanguins. L'elasticite du 
poumon est possible grace au surfactant, qui est present a la surface des alveoles. II est 
essentiel pour empecher les alveoles de se collaber, c'est-a-dire de s'affaisser sur elles-memes 
(surtout dans la phase d'expiration). 
L'inspiration, phase ou l'air venant de l'exterieur arrive dans les poumons, est une phase 
active du cycle respiratoire. En effet, les muscles se contractent. Le diaphragme est le muscle 
qui intervient principalement lors de l'inspiration. L'expiration quant a elle est un phenomene 
passif, car c'est un relachement des muscles (sauf dans le cas d'une expiration forcee, ou il 
s'agit d'une phase active). L'echange de gaz dans les alveoles est possible grace aux 
differences de pression : un gaz se deplace d'une pression elevee vers une pression moindre. 
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3.3 Pathologies et agressions pulmonaires 
Des agressions pulmonaires ont ete provoquees lors de certaines experiences. Des pathologies 
ont alors ete diagnostiquees. Celles-ci sont presentees ici. Ce sont egalement celles qui se 
retrouvent dans le SDRA. 
3.3.1 La fibrose pulmonaire 
Dans la fibrose pulmonaire, les globules blancs et le plasma commencent petit a petit a 
penetrer dans les alveoles (du au fait de 1'augmentation de la permeabilite des parois des 
vaisseaux), les empechant alors de recueillir correctement l'air et l'amener dans les vaisseaux 
sanguins. Dans le cas ou le plasma reste longtemps dans les alveoles, les plaquettes qu'il 
contient vont s'agreger. Les alveoles vont alors perdre de leur elasticite et le poumon dans son 
integralite va voir sa compliance, c'est-a-dire sa capacite a se tendre et se detendre, diminuer. 
La fibrose affecte egalement la paroi qui separent les alveoles des vaisseaux sanguins (cette 
paroi est appelee interstice). Ceci a pour effet de diminuer la capacite des poumons a amener 
correctement l'oxygene dans le sang. 
La fibrose pulmonaire a des causes tres variees. Ses consequences sont une reaction de 
defense immunitaire, en d'autres termes: une inflammation et une cicatrisation des tissus 
pulmonaires. Comme les origines sont diverses et variees, deux termes sont utilises pour 
caracteriser une fibrose pulmonaire. On parle de fibrose idiopathique si les origines sont 
inconnues et de fibrose pulmonaire interstitielle si la cause est connue. 
La figure 3.2 A montre une fibrose pulmonaire. L'aspect un peu « filamenteux » des poumons 
est typique d'une fibrose pulmonaire. De plus, la radiographic est beaucoup plus claire que 
pour un poumon normal (image B). Comme un poumon contient de l'air et que celui-ci laisse 
passer les rayons X, il est normal d'avoir une telle opacite dans un poumon normal. 
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Figure 3.2 : Exemple de fibrose pulmonaire. 
3.3.2 L'oedeme pulmonaire 
L'origine de ce probleme est ['accumulation de liquide (plasma sanguin qui a traverse la paroi 
des capillaires) dans le poumon, plus precisement dans les alveoles ou les interstices. 
L'oedeme peut done etre la cause d'une insuffisance respiratoire, car il va diminuer les 
echanges gazeux au sein du poumon. 
II peut avoir plusieurs causes mais la plus frequente est une insuffisance cardiaque. On parle 
alors d'oedeme cardiogenique. Une detresse respiratoire aigue peut egalement provoquer un 
oedeme (il s'agit alors d'un oedeme lesionnel), car les vaisseaux deviennent permeables sans 
evidence d'elevation de la pression sanguine comme dans l'oedeme cardiogenique. 
Figure 3.3 : (Edeme pulmonaire. 
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3.4 Modeles animaux 
Les rats utilises etaient des femelles Long-Evans, d'environ 300 grammes. Bien entendu, ces 
rats etaient depourvus de tout element pathogene, afin de ne pas interferer avec les recherches. 
Toutes les manipulations sur les rats ont ete faites en accord avec le Manuel sur le soin et 
I'utilisation des animaux d'experimentation (1993, CCPA, 2n ed.) du Conseil Canadien de 
Protection des Animaux. Le protocole a egalement ete approuve par le comite facultaire de 
protection des animaux de la Faculte de Medecine et des Sciences de la Sante de PUniversite 
de Sherbrooke. 
Deux produits etaient utilises pour l'anesthesie des rats : l'isoflurane, qui est un gaz egalement 
utilise pour l'anesthesie generate chez 1'homme. La ketamine a egalement ete utilisee, couplee 
a de la xylazine. Toute la phase d'anesthesie et d'op6ration du rat s'effectuait a l'animalerie de 
la Faculte de Medecine. 
Pour les besoins d'injections des marqueurs, deux interventions chirurgicales etaient 
pratiquees. Une tracheotomie etait realisee. Cela consiste en la pose d'une canule dans la 
trachee de l'animal afin, tout d'abord, d'injecter des produits de marquage a l'interieur meme 
des poumons, mais aussi pour ventiler le rat en cas d'arret respiratoire (ou pour gonfler 
volontairement les poumons pour permettre la visualisation des alveoles dilatees). Pour 
1'injection intraveineuse des marqueurs, la veine jugulaire droite etait canulee en utilisant un 
catheter angiographique de 0,58mm de diametre interieur. 
Afin d'avoir un poumon malade, certains rats ont recu une injection de bleomycine. Les 
animaux restaient alors deux semaines dans leur cage, le temps que la bleomycine provoque 
une agression pulmonaire. Ce produit est un anticancereux, utilise principalement dans le 
traitement des lymphomes (presence de cellules cancereuses au niveau des cellules 
responsables de l'immunite) et des cancers des testicules. La bleomycine est interessante dans 
cette etude car elle reproduit les symptomes du SDRA. En provoquant volontairement une 
agression pulmonaire, il va alors etre possible d'etudier les differences qu'il peut y avoir entre 
un poumon malade et un poumon sain, et de trouver des produits de marquage qui permettent 
de voir cette difference. 
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Un autre type d'agression a ete effectue afin de visualiser des cedemes pulmonaires. II s'agit 
de l'hyperoxie. Ceci consiste a exposer un rat a un taux d'oxygene de 100%. Pour cela il est 
place dans un caisson hermetique pendant une duree allant de 48 a 72 heures. Un oedeme 
lesionnel se forme alors a cause de la toxicite de l'oxygene. Cette toxicite se retrouve au 
niveau endothelelial, et possiblement au niveau epithelial. II s'agit d'un modele bien etabli 
chez les rats et les souris, mais encore discute chez rhomme : "it might be salutary to the 
lungs in certain cases [.. .]but might not be so proper for us in the healthy state of the body"( 
Joseph Priestley). En d'autres termes, l'oxygene peut etre benefique pour rhomme dans 
certains cas tres graves, mais pas tres adapte pour une personne en bonne sante. 
Des experiences sur le cochon ont egalement ete entreprises. Cet animal a ete choisi, car son 
anatomie se rapproche fortement de celle de Phomme, que ce soit au niveau de la taille de la 
cage thoracique ou de la taille des organes. Les premieres experiences ont eu pour role de se 
familiariser avec la manipulation de l'animal, tant au niveau de la pose des catheters pour 
l'injection des differents produits (anesthesiques ou de contraste) que de l'imagerie (dosage 
des produits de marquage et approche avec la sonde). En ce qui concerne l'anesthesie, les 
doses etaient plus importantes que pour le rat, mais les produits etaient les memes. Dans ce 
cas, toute la manipulation se faisait au bloc operatoire de Panimalerie. Un suivi complet du 
cochon avait egalement lieu : rythme cardiaque et gestion de la respiration notamment. 
3.5 Le systeme d'imagerie 
3.5.3 Presentation 
Tel que mentionne plus haut, le systeme FIVE1 de la societe australienne Optiscan a ete 
utilise. Cet appareil est uniquement destine a une utilisation de recherche et n'est done pas 
concu pour des tests cliniques sur l'homme. 
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Le systeme se compose d'une unite centrale qui gere l'affichage, le traitement, le stockage des 
images et la coordination du systeme entier. L'unite optique gere toute la partie optique du 
systeme. On y trouve le LASER et tout son systeme de calibrage. 
Figure 3.4 : Le systeme FIVE 1. 
La sonde est le dernier element du systeme. II s'agit d'une sonde rigide de 7mm de diametre 
environ et de 15cm de long. A la difference du systeme Mauna Kea, ou le microscope est dans 
l'unite optique, le microscope de l'appareil se trouve directement dans la sonde. L'ensemble 
de miroir et de motorisation se trouve directement dans la sonde. Un systeme de motorisation 
est en effet present ici: le plan focal peu etre deplace afin de pouvoir se deplacer a l'interieur 
du tissu. Le systeme permet un deplacement jusqu'a 250|j.m de profondeur. A chaque 
deplacement, le plan focal se deplace de 4um. Ces deplacements sont possibles grace a 
l'interface utilisateur ou a une pedale, qui permet aussi de capturer les images. 
Figure 3.5 : La sonde du FIVE 1. 
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3.5.4 Caracteristiques techniques 
Le LASER utilise est un LASER bleu, avec une longueur d'onde de 488nm. Le systeme est 
capable en retour de recuperer des longueurs d'onde comprises entre 505 et 750 nm, c'est a 
dire du vert au rouge. La resolution laterale est de 0,7um, ce qui rend possible la visualisation 
des cellules qui font 700nm : les cellules faisant quelques microns, la visualisation de celles-ci 
sera done tres bonne. La resolution axiale quant a elle est de 7um, de part et d'autre du plan 
focal. II y aura done un recouvrement d'information entre deux positions du plan focal 
successives (redondance d'information sur 0,5um - voir figure 3.6). Ceci permet de verifier la 
veracite de certaines donnees, comme la taille de certaines cellules. 
Plan focal - position i ™ - ... 
4um ^ Information redondante y 
7um 
7 urn 
Plan focal - position 2 •* 
Figure 3.6 : Resolution axiale et redondance d'information. 
La zone visualisee fait 475 um par 475um. Cette zone peut varier de plus ou moins 50um 
quand le systeme est utilise dans un environnement dont la temperature se situe entre 31° et 
40°C. La temperature influe en effet sur les elements optiques, notamment en faisant varier 
l'indice de refraction. En sortie, deux resolutions d'images sont possibles : 1024x1024 pixels 
ou 1024x512 pixels. La possibilite de ce choix vient du fait que deux vitesses de balayage du 
faisceau LASER sont possibles : 0,7 images par secondes (resolution de 1024x1024 pixels) ou 
1,2 images par secondes (resolution de 1024x512 pixels). 
La taille de l'image obteneu depend du systeme d'affichage. Cependant, dans notre cas, 
l'image de sortie a une taille initiale de 27,09 cm. L'agrandissement de base est done de : 
21,09cm 
475fim •• 570,316 
(3.1) 
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Avec une image prise parmi les experiences, ce resultat peut etre verifie. Sous un logiciel de 
traitement d'images (Gimp), une mesure d'une alveole a ete faite. 
^ 6,52 centimeters, 33,52" (S,43 x3,60) 
Figure 3.7 : Verification de l'agrandissement du FIVE1. 
La taille indiquee pour l'alveole est de 6,75cm. Or, en moyenne, une alveole fait de 100 a 150 
um (Hyde et al, 2004), soit: 
100//mx570,316 = 5,7cm (3.2) 
Ce resultat concorde bien avec ce qui etait indique par le logiciel. 
Avec des vitesses d'acquisition de 0,7 images par secondes ou meme 1,4 images par secondes, 
il n'est pas possible d'avoir une sequence video directement. Une telle sequence permettrait 
de bien visualiser le mouvement des alveoles et le deplacement des cellules dans les vaisseaux 
ou encore dans les alveoles du poumon. Cependant, en capturant des images successives et en 
conservant la meme position (laterale et en profondeur) et a l'aide d'un logiciel approprie 
(iMovie), il a ete possible de recreer des petites sequences montrant le mouvement du poumon 
et des cellules circulantes. 
La puissance du LASER peut egalement etre reglee (de 0 a lmW), afm de s'adapter aux 
differents produits de marquage. En effet, certains marqueurs renvoient plus de lumieres que 
d'autres, pour une meme puissance d'excitation. De plus, l'intensite detectee est generalement 
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proportionnelle a l'intensite utilisee pour illuminer le specimen. II est important que la 
puissance soit bien adaptee, car il peut y avoir une perte d'information si la puissance du 
LASER est trop forte ou au contraire trop faible. Les exemples suivants (figure 3.8) montrent 
un exemple de puissance trop faible (A) puis de puissance trop forte (B). Si l'intensite est trop 
forte, le praticien pourra detecter un probleme qui en fait inexistant, ou au contraire ne pas 
voir une tumeur par exemple si l'intensite est trop faible. 
Figure 3.8 : Importance du reglage de la puissance du LASER 
3.6 Marqueurs fluoresceins 
La fluorescence endogene (autofluorescence) des tissus qui doivent etre observes, c'est-a-dire 
le poumon, est trop faible pour etre detectee par le FIVE1. Des produits de contraste doivent 
done etre injectes, par voie intraveineuse (systemique) ou en intra tracheale (endoluminale ou 
par l'interieur de Porgane). Les differents marquages et leur utilite dans les experiences des 
presents travaux sont resumes au tableau 3.1. 
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Tableau 3.1 : Marqueurs utilises au cours des experiences 
Nom du marqueur 
Acridine orange 
Acriflavine 
Lectine Ricinus 
Communis 
Agglutinine (RCA) 
Lectine Pisum 
Sativum 
Dextran-FITC 
Alexa Fluor 488-
anti-RTI40 
Immunoglobuline 
isotypique 
YO-PRO 
PKH2 
Tissu/strucutre/cellule marque(e) 
Noyau des cellules epitheliales ou 
endotheliales 
Noyau des cellules epitheliales ou 
endotheliales 
Sucre des membranes des cellules 
epitheliales 
Sucre des membranes des cellules 
epitheliales 
Plasma sanguin 
Portions specifiques glycolipidiques 
- Membrane des cellules epitheliales 
pulmonaires de type I 
Proteine membranaire - (Recepteur 
d'lg) non specifique 
Fragments d'ADN 
Polynucleaires neutrophiles 
Fonction du marqueur 
Permet de visualiser la 
structure du poumon 
Permet de visualiser la 
structure du poumon 
Permet de visualiser la 
structure du poumon 
Controle pour la lectine 
RCA 
Visualiser la circulation 
sanguine et les cellules 
circulantes en contraste 
negatif 
Permet de visualiser la 
structure du poumon 
Controle pour l'anticorps 
duRTI40 
Marquage de l'apoptose 
Marquage servant a prouver 
la presence d'une 
inflammation 
3.6.1 Visualisation des structures ou composants tissulaires/cellulaires 
1) L'acridine orange est un marqueur optique spontanement fluorescent permettant de 
visualiser les noyaux des cellules. Ceci est un bon moyen de voir le mouvement des cellules 
dans les vaisseaux sanguins par exemple. Ce marqueur interagit avec l'ADN des noyaux. 
Deux possibilites existent: avec une injection intraveineuse, il va etre possible de visualiser 
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les noyaux des cellules endotheliales (dans les vaisseaux sanguins), et avec une injection intra 
tracheale, il va etre possible de visualiser les noyaux des cellules epitheliales (dans les cellules 
de recouvrement interne du poumon). C'est l'option qui a ete principalement choisie. Apres 
environ 5 minutes, le temps que le marqueur se rende aux cellules et penetre au niveau du 
noyau, le poumon est rince a l'aide d'une solution physiologique afin d'enlever Pexcedent de 
produit qui reste dans les alveoles et qui ne s'est done pas attache a Pepithelium. L'acridine 
orange va emettre dans le vert ou le rouge quand elle excitee par de la lumiere bleue ((Adams, 
1974)). L'excitation maximum se situe a 502nm et remission maximum a 525 nm. 
1 bis) L'acriflavine, qui est un produit similaire a l'acridine orange a egalement et6 utilise. II 
est apparu que l'acriflavine fournissait un meilleur resultat que l'acridine orange. Le marquage 
est moins intense et plus precis avec l'acriflavine. Les noyaux sont mieux definis. 
L'acriflavine etait aussi injectee directement dans le poumon, puis rincee de la meme facon 
que l'acridine orange. 
2) Une lectine est utilisee pour reconnaitre les membranes des cellules epitheliales des sacs 
alveolaires. Elle reconnait les sucres presents au niveau des cellules epitheliales de type I. 
Celle utilisee est issue d'une plante {Ricinus Communis). Ce marqueur est injecte directement 
dans le poumon (puis rince comme pour racriflavine). Afin de controler que ce marquage est 
specifique, c'est a dire qu'il reconnait bien les cellules de type I, un marquage controle a ete 
effectue. Celui-ci a ete realise a l'aide d'une autre lectine (Pisum Sativum), qui reconnait un 
autre sucre dans les cellules de type II. 
3) Le RTI40, qui est une proteine presente dans les cellules epitheliales de type I, a egalement 
ete marque, a l'aide de l'anticorps Mouse anti-RTI-40 IgG (anticorps de souris) (Dobbs et al., 
1988). Cet anticorps est associe a un marqueur fluorescent, car l'anticorps n'est pas 
directement fluorescent (figure 3.9). II s'agit de fluorescence secondaire. II est interessant de 
marquer cette proteine car les cellules de type 1 recouvrent plus de 95% de la surface interne 
du poumon.(Gonzalez et Dobbs, 1998). Cela donnera alors une bonne idee de l'etat de la 
structure du poumon. 
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Cellule 
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&—r fluorescent 
- anticorps 
Figure 3.9 : Principe du marquage du RTI40. 
Un controle a egalement ete utilise pour verifier la veracite du marquage du RTI40. II s'agit 
d'une immunoglobuline (proteine membranaire). 
4) Le plasma peut egalement etre marque et visualise grace au Dextran, qui s'injecte par voie 
intraveineuse. Le Dextran est marque a la fluoresceine. On parle alors de Dextran-FITC 
(Fluorescein isothiocyanate). Cela va en plus permettre de voir les cellules circulantes, par 
contraste, notamment les globules rouges ou les cellules blanches (globules blancs) (Alvarez 
et al., 1996). II est alors possible de voir nettement la circulation sanguine dans le poumon. Le 
Dextran-FITC a egalement servi a visualiser les cedemes presents dans le poumon suite a une 
agression. 
L'acridine orange et Facriflavine ont constamment ete utilises avec un autre marqueur 
(Lectine, Dextran-FITC,...) comme identificateur structurel additionnel. 
3.6,2 Visualisation de la condition ou de la fonction cellulaire 
II est egalement possible de visualiser l'apoptose, ou mort cellulaire programmee. Les 
caspases sont des enzymes intracellulaires qui jouent un role important d'activateur dans ce 
processus. Ce sont ces caspases, parmi lesquelles la caspase-3 (Wu et al., 2006) qui sont 
marquees, afm de voir comment se passe l'apoptose, grace au FLIVO, injecte en 
intraveineuse. . Un autre marqueur, le YO-PRO (Idziorek et al., 1995) est egalement utilise. II 
s'est avere que le marquage avec le YO-PRO etait plus specifique et plus net. Le YO-PRO 
profite de la permeabilite membranaire des cellules apoptotiques pour aller se fixer aux 
fragments d'ADN presents dans le cytoplasme des cellules en phase de mort cellulaire. 
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Enfin, le marquage des polynucleaires neutrophiles est important dans l'etude. En effet, ces 
globules blancs sont les premiers a arriver sur le site d'une inflammation. II est done important 
de pouvoir les marquer afin de voir la reponse du corps a une agression. Le PKH2 est utilise 
dans ce sens (Albertine et Gee, 1996). La technique de marquage est differente dans ce cas. Si, 
avec les autres marqueurs, il suffisait d'injecter directement le produit dans le sang ou le 
poumon, ici une preparation etait necessaire. La veille de Pexperience, une dose de glycogene, 
qui est une molecule de la famille des glucides, est injectee dans l'abdomen du rat. Durant la 
nuit, le glycogene va creer un recrutement de polynucleaires neutrophiles dans l'abdomen. Le 
jour de l'experience, le liquide contenant les polynucleaires neutrophiles et present dans 
l'abdomen est recueilli. Ce liquide est ensuite nettoye (suppression du sang et des cellules 
inutiles). Les polynucleaires neutrophiles sont marques a l'aide du PKH2 et sont introduits 
dans la circulation sanguine d'un autre rat qui aura subi une agression (modele bleomycine ou 
hyperoxique). 
3.7 Procedure d'imagerie 
Apres une incision abdominale et une ouverture transdiaphragmatique (a travers le 
diaphragme), la sonde est directement apposee sur la plevre viscerale du poumon. Dans le cas 
d'un poumon sain, la sonde n'etait pas positionnee a un endroit precis. L'equipe cherchait un 
endroit convenablement marque et s'y attardait pour prendre les images. Par contre, dans le 
cas d'un poumon atteint (modele bleomycine ou hyperoxie), une investigation macroscopique 
etait pratiquee. Le but etant de voir un morceau de poumon atteint, il fallait trouver auparavant 
une zone macroscopiquement atteinte. Une fois une telle zone trouvee, la prise d'images 
commencait. La sonde etait maintenue grace a un bras articule et place de facon a ce que le 
contact entre elle et le poumon soit le meilleur possible. Au niveau de chaque zone, la 
profondeur du plan focal ainsi que la puissance du LASER etaient ajustees de maniere a avoir 
la meilleure image possible. A la fin de l'experience (de 20 a 30 minutes en moyenne), les rats 
etaient sacrifies et les poumons etaient preleves pour les experiences ex vivo. 
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Figure 3.10 : Procedure d'imagerie du poumon. 
La figure 3.10 montre le rmontage d'une experience typique sur un rat. 
• _ . tracheotomie 
catheter dans 
lajugulaire 
sonde 
L'approche avec le cochon est differente, etant transthoracique. Un abord intercostal est 
effectue dans le thorax et se rend jusqu'au poumon. La plevre parietale (celle collee a la cage 
thoracique) est done percee. II y a done un pneumothorax, e'est-a-dire une presence d'air entre 
les deux plevres. Pour remedier a ce probleme, un autre trou peut etre effectue avec une 
succion pour retablir la pression negative. Durant les experiences, cette succion n'a pas ete 
effectuee. La sonde est ensuite introduite dans un des orifices. Afin de verifier que cette sonde 
est bien accolee au poumon, un fibroscope etait utilise. II s'agit d'un appareil avec une partie 
souple permettant une exploration facile des endroits a visualiser. La figure 3.11 montre la 
facon dont la sonde est introduite dans le thorax de Panimal, Pautre trou servait a introduire le 
fibroscope. 
sonde » 
emplacement -
du fibroscooe 
* • * 
bras articule 
Figure 3.11: Placement de la sonde dans le thorax du cochon 
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3.8 Immunofluorescence 
Afin de valider tous les resultats, des experiences ex vivo ont ete effectuees. En validant 
l'imagerie ex vivo, l'imagerie in vivo l'etait alors. Les memes marqueurs ont ete utilises 
{Ricinus Communis, RTI40, PKH2). Seul le marqueur de l'apoptose etait different, le TUNEL 
{Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) etant plutot utilise car c'est 
une methode tres utilisee et tres fiable. II s'agit d'une methode qui detecte la fragmentation 
d'ADN en marquant les acides nucleiques. Elle est done utilisee dans le cas de cellules 
apoptotiques (dont l'ADN se fragmente). Dans ces cas-ci, les echantillons de poumons etaient 
envoyes au service de pathologie afin qu'ils soient prepares et colores entre lames et lamelles. 
Plusieurs colorations ont ete utilisees. Pour Fcedeme, la coloration utilisee est la coloration 
H&E {hematoxylin and eosin). Elle permet de voir nettement les cellules et leurs noyaux. Pour 
le marquage membranaire, les lames ont ete colorees avec les marqueurs lectine et RTI40, 
couples a du DAPI, qui est un marqueur nucleaire. En ce qui concerne les polynucleaires 
neutrophiles, la cryocoupe a ete utilisee. Celle-ci consiste a congeler le poumon et a couper 
des lames de ce poumon congele. Toutes les lames etaient observees avec un microscope a 
fluorescence conventionnel. 
La figure 3.12 presente deux exemples d'images obtenues en microscopie 
conventionnelle. L'image A a ete obtenue avec un marqueur utilise egalement pour les 
experiences in vivo: la lectine Ricinus Communis Agglutinine. Une coloration H&E 
{hematoxylin and eosin) a ete utilisee pour l'image B. 
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Figure 3.12 : Exemples d'imagerie ex vivo. 
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CHAPITRE 4 
RESULTATS & DISCUSSION 
4.1 Precisions sur les resultats 
Toute F etude a repose sur la comparaison entre des poumons sains et des poumons atteints de 
rats. L'integralite des experiences effectuees est presentee dans la figure 4.1. 
ProjetMONITOREP-
Organigramme de 
I'imagerie 
Marquage 
nucleaire 
Acridine orange 
Acriflavjne 
Marquage 
membranaire 
Lectine Ricinus 
Communis 
Contrflle negatif 
: de lectine: 
Pisum Sativum 
Anti IgG RTI-40 
Controle negatif 
duRTMO: 
IgG non 
specifique 
Marquage du 
plasma 
Dextran70kDa 
Marquage des 
neutrophiles 
Marqueur 
granulaire: PKH2: 
Marquage de 
I'apoptose 
YO-PRO 
Intraveineux 
YO-PRO 
intrathoracique 
TUNEL 
Marquage de 
I'oedeme 
Dextran 70kDa 
H&E 
Coloration in vivol 
Coloration ex vh 
Coloration in vivo 
et ex vivo 
Figure 4.1 : Experiences realisees lors du projet. 
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Afin d'obtenir les meilleures images possibles, plusieurs zones du poumon ont ete 
investiguees. La puissance, l'intensite et la profondeur du plan focal ont alors ete ajustees en 
ce sens. Le LASER n'a jamais ete utilise a sa puissance maximale, car cela peut provoquer du 
photo-bleaching et une saturation de la fluorescence, menant a une reduction de la qualite des 
images. Certains marqueurs possedent une forte intensite (lectine Ricinus Communis, 
acriflavine, Dextan-FITC.) et requierent done une intensite de LASER faible. D'autres, 
comme le RTI40 ou le PKH2 ne fluorescent pas beaucoup et demandent alors une plus grande 
intensite de LASER. Lorsque deux marqueurs avec une fluorescence differente ont ete couples 
(PKH2 et Dextran-FITC par exemple), il a fallu trouver un compromis. Pour les images in 
vivo, l'agrandissement est reduit (car la taille des images est moindre). Ici, le grossissement est 
de 120 environ. 
II faut avant tout preciser que les images issues du FIVE1 sont en niveaux de gris. Le FIVE1 
detecte 1'intensite lumineuse emise par les fluorophores et associe chaque valeur d'intensite 
lumineuse a un niveau de gris. Plus le fluorophore emet de la lumiere, plus le systeme 
associera un niveau de gris pale (de plus en plus vers le blanc). 
4.2 Precisions sur la discussion 
Dans ce projet, le poumon (plus precisement les espaces aeriens distaux) de rats, puis de 
cochons par la suite, a ete image in vivo a Pechelle moleculaire et cellulaire, a l'aide d'un 
microscope de fluorescence confocal, equipe d'une sonde endoscopique. Ceci s'est fait sans 
aucun prelevement de tissus, hormis pour l'imagerie ex vivo, qui n'a ete la qu'a des fins de 
controle et de validation. Plusieurs mecanismes ainsi que la structure meme du poumon ont 
ete observes lors de ce projet, en ayant toujours pour objectif une comparaison entre un 
poumon sain et un poumon malade, une comparaison in vivo et ex vivo. Certains elements que 
Ton retrouve dans le SDRA (oedeme, recrutement de polynucleaires neutrophiles, 
apoptose,...) ont ete observes avec attention. 
Toutes les donnees obtenues demontrent une grande similarite entre les images obtenues grace 
au FIVE1 de la societe Optiscan et l'imagerie ex vivo, par visualisation d'echantillon de 
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poumons a l'aide d'un microscope a fluorescence conventionnel, qui reste l'imagerie de 
reference, tant au niveau de la veracite des resultats que de sa popularity. Le fait d'imager 
directement le poumon, sans passer par des prelevements qui peuvent parfois s'averer 
dangereux, apporte un facteur temps reel a l'imagerie, au niveau de la microcirculation, du 
recrutement des polynucleaires neutrophiles, du mecanisme d'apoptose, mais aussi au niveau 
de revolution de Poedeme. Le fait de visualiser le mouvement du poumon et de tous les 
parametres precedents permet au clinicien d'avoir une idee plus precise de revolution de la 
reparation pulmonaire, ce que l'imagerie ex vivo en general, et la biopsie en particulier, sont 
incapables de faire sauf si repetees... 
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4.3 Marquage membranaire des cellules epitheliales 
4.3.1 Resultats avec la lectine Ricinus Communis Agglutinine 
B 
Figure 4.2 : Imagerie de la membrane des alveoles (cellules de type I). (A) Image in vivo d'un 
poumon sain, marque avec la lectine Ricinus Communis Agglutinine (RCA) couplee a de 
l'acridine orange (en haut a droite de la partie (A), le controle in vivo a l'aide de la lectine 
Pisum Sativum). (B) Image in vivo d'un poumon malade (modele bleomycine), marque avec la 
meme Lectine (en encart, le controle a l'aide de la lectine Pisum Sativum). (C) Image ex vivo 
d'un poumon sain marque avec la meme lectine ainsi que du DAPI -marquage nucleaire, en 
bleu- (en encart, le contole ex vivo). (D) Image ex vivo d'un poumon malade (modele 
bleomycine) marque avec la lectine RCA (en encart, le controle). Un epaississement et une 
degradation des parois alveolaires sont observes dans les images B et D, comparativement aux 
images A et C qui montrent une structure de poumon normal (parois alveolaires regulieres et 
fines) 
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4.3.2 Resultats avec le RTI40 
Figure 4.3 : Marquage du RTI40. (A) Image in vivo d'un poumon sain, marque a l'aide du 
marqueur Alexa Fluor 488-anti-RTI40, qui reconnait la proteine RTI40. (B) Image in vivo 
d'un poumon atteint (modele bleomycine). (C) Image ex vivo d'un poumon sain marque avec 
Alexa Fluor 488-anti-RTI40 ainsi que du DAPI (marquage nucleaire en bleu). (D) Image ex 
vivo d'un poumon atteint (modele bleomycine) marque avec Alexa Fluor 488-anti-RTI40 
ainsi que du DAPI. Les encarts presentent des marquage a l'aide d'une immunoglobuline 
isotopique et sert de controle. Un epaississement ainsi qu'une degradation des parois 
alveolaires est a noter dans les images B & D, alors que la structure du poumon dans les 
images A & C est normale (regularite des parois alveolaires). 
4.3.3 Discussion 
La reparation de l'epithelium des espaces aeriens distaux, en d'autres termes les alveoles, est 
un temoin tres important de la reparation du poumon atteint par le SDRA. Un probleme au 
niveau de cet epithelium peut engendrer d'autres problemes au sein du poumon, notamment 
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l'apparition d'cedemes. L'utilisation d'un agent fluorescent capable de marquer cet epithelium 
et ainsi de visualiser sa reparation ou au contraire sa degradation est done extremement 
importante. Les cellules qui composent l'epithelium sont done une cible parfaite dans ce sens. 
Les parois des alveoles se composent principalement de deux types de cellules. Les 
pneumocytes de type I, que Ton appelle aussi pneumocyte membraneux, sont des cellules 
plates qui forment la structure de l'epithelium alveolaire. Les pneumocytes de type II (ou 
pneumocytes granuleux), pour leur part, fabriquent le surfactant. La lectine Ricinus Communis 
agglutinine reconnait principalement les pneumocytes de type I. II est interessant de marquer 
ces pneumocytes en particulier, car ils couvrent 95% de la surface alveolaire. Cette lectine ne 
marque pas seulement les pneumocytes membraneux. Elle reconnait par exemple certaines 
cellules comme les macrophages (cellules chargees de debarrasser le corps des dechets 
cellulaires), ou bien encore certaines membranes du plasma. Contrairement aux noyaux, qui 
donneront un marquage de forme circulaire (du fait de leur forme), ces membranes donneront 
un marquage assez lineaire et fin, qui suit la paroi des vaisseaux, comme en temoignent les 
images de la figure 4.3, aussi bien in vivo qu'ex vivo. Dans le cas des rats traites a la 
bleomycine, un epaississement des parois alveolaires est constate, apres deux semaines de 
traitement, aussi bien dans le cas de Fimagerie avec le FIVE1 qu'avec Fimmunofiuorescence. 
La lectine Pisum Sativum marque quant a elle, entre autres, les cellules macrophagiques ou les 
mastocytes (cellule granuleuse presente dans les tissus conjonctifs). Ce marquage specifique 
explique ce qui est peut etre visualise sur les images de la figure 4.2 : on observe en effet un 
aspect assez granuleux sur les images de Pisum Sativum, presentees en mortaise. 
La structure de l'epithelium pulmonaire a egalement ete visionne a l'aide d'un produit qui 
marque la proteine RTI40, exprimee au niveau des pneumocytes de type I (McElroy et al., 
1995). Une nouvelle fois, ce marqueur demontre un elargissement de la paroi alveolaire dans 
le cas des rats ayant subit une injection de bleomycine, comparativement au poumon sain qui 
presente, comme pour le marquage a l'aide de la lectine Ricinus Communis, une structure et 
une epaisseur des parois alveolaires normales. Le controle de ce marqueur, qui consiste en une 
immunoglobuline non specifique (IgG) ne presente aucun marquage, ce qui prouve que le 
marquage du RTI40 est specifique. Le marquage du RTI40 met egalement en lumiere une 
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forte hyperplasie des parois alveolaires, c'est-a-dire une augmentation du volume de ces 
parois, due a une augmentation du nombre de cellules. 
Ces deux marqueurs sont done tres interessants a utiliser car ils demontrent une grande 
capacite a distinguer un poumon sain d'un poumon atteint. 
4.4 Marquage des polynucleaires neutrophiles. 
4.4.1 Resultats 
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Figure 4.4 : Marquage des polynucleaires neutrophiles. (A) Image in vivo presentant un 
marquage des polynucleaires neutrophiles a l'aide du marqueur PKH2 dans un poumon sain. La 
visualisation de la structure du poumon est obtenue par marquage du plasma a l'aide du 
Dextran-FITC. (B) Image in vivo d'un marquage des polynucleaires neutrophiles a l'aide du 
PKH2 dans un poumon atteint (modele bleomycine). La structure est visualisee a l'aide du 
Dextran-FITC. (C) Image ex vivo d'un poumon sain ou les polynucleaires neutrophiles sont 
marques a l'aide du PKH2. (D) Image ex vivo d'un poumon atteint (modele bleomycine) ou 
les polynucleaires neutrophiles sont marques a l'aide du PKH2. Les polynucleaires 
neutrophiles sont plus presents dans un poumon atteint (images B & D) que dans un poumon 
sain (A & C). Une inflammation accelere le recrutement des polynucleaires neutrophiles 
4.4.2 Discussion 
Les cellules circulantes, comme par exemple les polynucleaires neutrophiles, peuvent etre 
egalement etre visualisees a l'aide du FIVE1. Que ce soit par injection dans la circulation 
sanguine de polynucleaires neutrophiles pre-marques ou par un marquage direct via une 
injection de marqueurs dans la circulation sanguine, il a ete possible d'observer le 
deplacement de ces cellules en temps reel. Les images de la figure 4.4 montrent une nette 
difference entre un poumon sain et un poumon atteint. En effet, le modele bleomycine 
engendre un recrutement important de cellules inflammatoires. Ce recrutement arrive assez 
rapidement et le nombre de polynucleaires neutrophiles dans la microcirculation pulmonaire 
augmente tres rapidement. Un tel recrutement est egalement present dans le SDRA. Le fait de 
pouvoir visionner les polynucleaires neutrophiles a l'aide d'un microscope a fluorescence 
confocal tel que celui utilise ici permet d'envisager la visualisation d'autres cellules 
inflammatoires que Ton peut retrouver dans le SDRA. 
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4.5 Marquage de l,apoptose....essentiellement epitheliale 
4.5.1 Resultats 
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Figure 4.5: Marquage de l'apoptose. (A) Image in vivo presentant le mecanisme d'apoptose 
chez un rat traite avec le modele hyperoxique. Le produit qui marque ce mecanisme, le YO-
PRO, a ete directement injecte dans le poumon, avec du Dextran-FITC pour marquer la 
structure du poumon (B) Image in vivo d'apoptose chez un rat traite avec le modele 
bleomycine. Le YO-PRO a ete injecte dans,le poumon (du Dextran-FITC a ete injecte afin de 
marquer la structure). (C) Image in vivo presentant l'apoptose chez un rat traite avec le 
modele hyperoxique, ou le YO-PRO a ete injecte en intraveineux (visualisation de la structure 
a l'aide du Dextran-FITC). (D) Image in vivo d'apoptose chez un rat traite avec de la 
bleomycine. L'injection du YO-PRO s'est fait en intraveineux (la structure du poumon est 
marquee avec du Dextran-FITC). (E) Image ex vivo d'apoptose a l'aide de la rriethode 
TUNEL chez un rat hyperoxique. (F) Image ex vivo d'apoptose chez un rat traite avec le 
modele bleomycine. Les encarts presentent des controles realises avec du Dextran-FITC seul. 
4.5.2 Discussion 
L'apoptose des cellules pulmonaires est un mecanisme normal, mais qui peut parfois 
provoquer des dommages tels un cedeme, ou des inflammations (Martin et al., 2005). 
L'imagerie in vivo de l'apoptose est tres limitee. Seules la resonance magnetique (Zhao et al., 
2001) ou la tomographic d'emission par positron (Blankenberg et al., 1998) ont ete utilisees. 
Cependant, bien qu'elles fournissent une information pertinente sur ce mecanisme de mort 
cellulaire programmed, la resonance magnetique et le tomographic d'emission par positron ne 
donnent aucune information quant a ce qui se passe a petite echelle, c'est-a-dire au niveau 
cellulaire. Le marqueur utilise lors de l'etude marque la fragmentation de l'ADN, en passant a 
travers les membranes de cellules en etat de mort cellulaire (Al-Gubory, 2005). Le YO-PRO 
possede une forte fluorescence et a demontre une tres bonne efficacite pour marquer les 
cellules apoptotiques, comparativement a la technique standard utilisee ex vivo, a savoir la 
technique TUNEL. Quelle que ce soit le mode d'injection (intraveineux ou intra thoracique), 
le marquage est bien present, que ce soit pour le modele bleomycine ou pour le modele 
hyperoxique. Au vu de la forme et de la position des cellules, le marquage a l'air plus present 
dans les cellules epitheliales des alveoles. Cependant, le marquage est plus net et un peu plus 
present avec le modele hyperoxique. Ce modele est reconnu pour engendrer plus d'apoptose 
dans les cellules endotheliales (les cellules de 1'endothelium sont plus petites que les cellules 
dePerithelium), ce qui se retrouve sur les images. 
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4.6 Marquage de l'cedeme pulmonaire 
4.6.1 Resultats 
Figure 4.6 : Marquage de l'cedeme. (A) image in vivo d'un poumon normal marque a l'aide du 
Dextran-FITC. (B) Image in vivo d'un poumon atteint (modele hyperoxique). (C) image ex 
vivo d'un poumon sain, marque avec la coloration H&E. (D) Image ex vivo d'un poumon 
atteint (modele hyperoxique), marque avec la coloration H&E. Une fuite de marqueur est a 
noter dans les images B & D, alors que le produit de contraste reste dans les vaisseaux 
sanguins dans les images A & C. 
4.6.2 Discussion 
L'oedeme est un autre des elements presents dans le SDRA. Cependant, il n'est pas evident a 
evaluer et a imager. II peut cependant etre visible macroscopiquement, avec la presence de 
taches rouges sur le poumon (figure 4.7) .Le Dextran-FITC, qui marque le plasma est un bon 
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outil pour evaluer si un oedenie est present dans le poumon. Sur les images de la figure 4.6, 
une difference flagrante est observee entre un pouimon sain et un pournon atteint. On peut 
constater qu'un osdeme est present car une extravasation du Dextran-FITC, c'est-a-dire une 
finite de ce produit des vaisseaux sanguins vers les alveoles, est observee (le modele utilise est 
le modele fayperoxique). L'imagerie ex vivo appuie le fait que la microscopic endoscopique 
peut etre un outil efficace de visualisation de 1'osdeme pulmonaire. 
Figure 4.7 : QEdeme pulmonaire macroscopiquement visible. 
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4.7 Marqueurs et reparation pulmonaire 
Tableau 4.1 : Utilite des marqueurs dans le visionnement de la reparation pulmonaire 
Marqueur 
Lectine Ricinus 
Communis Agglutinine 
Alexa Fluor 488-anti-
RTI40 
PKH2 
YO-PRO 
Dextran-FITC 
Tissu/structure/cellule 
marque(e) 
Glycopeptide specifique de la 
embrane epitheliale des 
cellules pulmonaires de type I 
Polynucleaires neutrophiles 
Mecanismes d'apoptose 
distaux avec fragmentation 
d'ADN 
(Edeme pulmonaire : 
extravasation de plasma 
Role dans la visualisation de 
la reparation pulmonaire 
Visionnement d'un 
epaississement de la paroi 
alveolaire (et done de la 
membrane epitheliale) dans 
un poumon atteint. Le suivi 
de la reparation de ces parois 
permet de suivre la 
reparation pulmonaire en 
general 
Recrutement accru de 
polynucleaires neutrophiles 
dans le cas d'une agression 
pulmonaire comparativement 
a un poumon sain ou leur 
nombre est tres faible. Si le 
nombre de polynucleaires 
neutrophiles diminue, ceci 
peut etre un signe de 
reparation pulmonaire 
Le mecanisme d'apoptose est 
beaucoup plus present dans 
un poumon atteint que dans 
un poumon sain. Si les 
cellules apoptotiques sont en 
diminution, ceci est un signe 
de reparation pulmonaire 
La visualisation et le suivi 
d'un oedeme pulmonaire 
permet de suivre egalement 
la reparation du poumon 
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CHAPITRE 5 
QUALITE ET TRAITEMENT DES IMAGES 
5.1 Maintien de la sonde 
Le FIVE1 est fourni avec un support pour maintenir la sonde. Bien qu'il maintienne celle-ci 
correctement en place, il n'etait pas adapte aux besoins de l'etude. En effet, il faut que la 
sonde puisse etre placee dans de tres nombreuses positions, et qu'elle puisse atteindre 
plusieurs zones du poumon, ce qui n'est pas possible avec le support de base. De plus, la 
sonde, et surtout le cable (qui contient la fibre optique) a un poids non negligeable qui 
applique une contrainte trop importante sur le support fourni par Optiscan. La sonde n'est pas 
totalement fixe, ce qui n'est pas acceptable pour l'acquisition d'images de qualite. 
II a done fallu trouver un moyen efficace pour avoir un bon maintien de la sonde, e'est-a-dire 
qu'elle soit bien maintenue en place, tout en lui assurant une grande mobilite. Le support 
fourni par Optiscan n'etant pas assez satisfaisant pour les experiences, il a ete decide d'utiliser 
un systeme qui s'adapte mieux aux besoins du projet: un bras articule. L'avantage d'un tel 
dispositif est que la mobilite est parfaite : la sonde pourra avoir de multiples positions. A cela, 
il a fallu ajouter la composante «maintien» et trouver un systeme capable d'etre 
suffisamment resistant pour contrebalancer le poids de la sonde et du cable. Les supports de 
comparateurs utilises en metrologie ont une grande liberte de mouvement, afin de pouvoir 
mesurer des pieces de formes tres differentes. De plus, pour obtenir une mesure la plus precise 
possible, il est important que ce support soit le plus stable. Ce type de support est done tres 
bien adapte aux besoins du projet. II a fallu neanmoins modifier ce support car le canon de 
celui-ci (ou s'insere normalement le comparateur) etait trop etroit. Une piece a done ete 
concue, qui s'insere dans le canon comparateur et dans lequel s'insere la sonde. Afin que ce 
support reste bien place, il dispose d'un support magnetique. Une fois le magnetisme 
enclenche (au moyen d'un commutateur), le support est parfaitement fixe. Celui-ci est mis 
dans la position desiree. Une fois en place, la vis de serrage est actionnee. Cette vis va, au 
moyen d'un cable qui traverse tous le bras, bloquer toutes les articulations (figures 5.1 et 5.2). 
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trou pour inserer la 
sonde 
vis de serrage 
commutateur pour activer 
ou desactiver le 
magnetisme 
¥ source: Mitutoyo 
Figure 5.1 : Bras de maintien de la sonde. 
cette partie s'insere 
dans le bras 
la sonde s'insere ici 
Figure 5.2 : Piece de maintien de la sonde 
Grace a ce bras articule, les manipulations ont ete plus aisees. En effet, la diversite des 
positions a grandement augmente la diversite des images et des approches sur le poumon. Le 
bras s'est bien adapte aux experiences (rat et cochon, voir figure 5.3). 
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Figure 5.3 : Variabilite de la position de la sonde. 
5.2 Le systeme de succion 
5.2.1 Origine du probleme 
La qualite des images est primordiale dans cette etude. II est en effet crucial que le contenu 
des images reflete parfaitement la realite. II ne doit done pas y avoir de flous, ou d'artefacts de 
mouvements dans les acquisitions. Or, il est apparu que des artefacts de mouvements etaient 
presents dans les images. Ceci est du a l'anatomie du rat. Cet animal a un rythme cardiaque 
tres eleve : de 270 a 350 battements par minute (a titre de comparaison, au repos un homme a 
un rythme cardiaque de 50 a 80 pulsations par minute). Le rythme respiratoire est egalement 
tres eleve : de 66 a 114 cycles respiratoires par minute (contre 12 a 20 pour un homme). Etant 
donne la petitesse du poumon et sa proximite avec le coeur, ou que soit positionnee la sonde, 
un mouvement parasite du coeur et/ou du poumon sera present. 
5.2.2 Solution au probleme 
II a done fallu trouver un moyen de supprimer ces artefacts de mouvement. La solution 
envisagee a ete de mettre en place un lien permanent entre le poumon et la sonde. Etant donne 
que le poumon n'a pas une tres grande amplitude de mouvement, le fait que la sonde soit 
reliee a un bras fixe n'a pas ete un obstacle. La succion a alors ete la solution choisie. 
L'extremite de la sonde a ete entouree d'un tube dans lequel circulera un vide. Une fois 
appliquee sur le poumon un contact est etabli. La piece a ete realisee a 1'aide d'un raccord 
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pour le vide, au bout duquel a ete soude un tube en acier inoxydable. Le raccord dispose d'une 
bague d'etancheite pour assurer une succion parfaite. Cette bague va en fait venir serrer un 
joint d'etancheite. Le diametre interieur du tube et du raccord est tres proche du diametre de la 
sonde. Ainsi, la succion n'est pas trop importante. Une bague en Teflon a ete rajoutee a 
1'extremite du tube pour proteger le poumon et assurer un meilleur appui 
—sonde (diametre : 7mm) 
vis de maintien et d'etancheite 
canal de succion 
tube entourant la 
(diametre : ~ 9mm) 
bague en Teflon 
sonde 
Figure 5.4 : Schema de principe du systeme de succion. 
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Figure 5.5 : Embout pour la succion (A) Piece seule. (B) piece positionnee sur la sonde. 
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5.2.3 Montage complet 
Le systeme est relie a une pompe a vide et a un manometre. II est important de ne pas avoir 
une pression negative trop forte (environ -5cmH20, qui correspond a la pression pleurale 
normale), car le poumon sera endommage. Une fois qu'une zone judicieuse du poumon est 
trouvee (c'est-a-dire avec du marquage), la succion est enclenchee. Le poumon est alors 
plaque contre la sonde. Les deux sont done solidaires l'un de l'autre. La figure 5.6 montre un 
schema de principe du montage complet assurant la succion. La bouteille est presente pour 
recuperer le sang, afin que celui-ci ne se rende pas dans la pompe et la deteriore. 
. «:. Vers l'embout de succion m 
™ ' ~ v 
Bouteille 
v J 
r\ 
•„ 
' ' • • • 
Manometre 
Figure 5.6 : Schema de principe du systeme de succion. 
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pompe a vide j j 
bouteille 
qui recupere 
les liquides 
manometre 
Figure 5.7 : Montage complet assurant la succion. La pompe a vide assure une aspiration en 
creant une pression negative constante. Le manometre permet de regler la puissance de 
1'aspiration, afin de ne pas endommager le poumon. 
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5.2.4 Resultats 
Le systeme de succion a beaucoup ameliore la qualite des images. Les artefacts de 
mouvements dus aux mouvements des poumons et dii coeur ont totalement disparu. La figure 
5.8 atteste de la difference entre une image prise sans systeme de stabilisation et une image 
prise avec le systeme de stabilisation (image A : sans systeme de succion ; image B : avec le 
systeme de succion). 
Blili 
-
. 
' 
•
 s 
. 
"
m
 * * 
-
* 
,'. 
• ' . ' • ' • • 
. ' . • 
, 
Figure 5.8 : Acquisition d'image. 
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5.3 Logiciel utilise avec le FIVE1 
Le systeme de microscopie est fourni avec un logiciel, qui permet de regler plusieurs 
parametres, que ce soit avant, pendant ou apfes la manipulation. 
5.3.5 Presentation 
Debut de la 
procedure 
Commencer une 
nouvelie 
procedure 
Sortie 
Retour 
Fin de la 
procedure 
f 
Selection du type 
de procedure 
Informations sur la 
procedure 
Acquisition des 
images 
i 
Visualisation et 
modification des 
images 
1 
Sauvegarde des 
images 
Infos, siijet 
HM Notes diverses 
- W Infos, opGrateur 
->M Creation de sites 
Figure 5.9 : Presentation du mode acquisition. 
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5.3.6 Selection du type de procedure 
Le logiciel propose 8 types de procedures, dependant du type de tissus et du type de 
marqueurs utilises. Toutes les procedures utilisent une lumiere a 488nm pour illuminer le 
specimen et detectent les emissions fluorescentes venant du specimen soit entre 505 et 750 nm 
(fluorescence «vert-rouge ») ou entre 550 et 750nm (fluorescence «jaune-rouge »). Les 
differentes procedures proposees sont les suivantes : 
• Fluorescence Vert-Rouge - Gain faible : utilise pour des fluorescences tres 
,brillantes. 
• Fluorescence Vert-Rouge - Gain normal: utilise pour des fluorescences 
normales. 
• Fluorescence Vert-Rouge - Gain fort: utilise pour des fluorescences assez 
sombres. 
• Fluorescence Vert-Rouge - Gain max: utilise pour des fluorescences tres 
sombres. 
• Fluorescence Jaune-Rouge - Gain faible : utilise pour des fluorescences tres 
brillantes. 
• Fluorescence Jaune-Rouge - Gain normal: utilise pour des fluorescences 
normales. 
• Fluorescence Jaune-Rouge - Gain fort: utilise pour des fluorescences assez 
sombres. 
• Fluorescence Jaune-Rouge - Gain max : utilise pour des fluorescences tres 
sombres. 
La procedure utilisee pour les experiences etait: Fluorescence Vert-Rouge - Gain normal. 
Tout d'abord, parce qu'elle correspond mieux aux produits utilises. De plus, comme ce rut la 
premiere procedure utilisee et a cause de la necessite de comparer les resultats, il a fallu 
utiliser tout le temps la meme procedure, ce qui a force le maintien de cette procedure (il 
convient de remarquer ici que des experiences sur animaux ne sont pas aisees). Les 
fluorophores emettaient tous dans la plage 550-750nm et n'avaient ni une tres faible ni une 
tres forte fluorescence, ce qui a oriente le choix de procedure. 
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5.3.7 Informations sur la procedure 
Afin de pouvoir classer les resultats, connaitre les parametres utilises, les conditions dans 
lesquelles ont ete realisees les experiences, ou tout ce qui peut etre judicieux de noter, il est 
possible de saisir differentes informations dans le logiciel. II n'est pas obligatoire de remplir 
ces informations, mais afin de retrouver plus facilement les donnees, il est preferable 
d'associer un minimum d'informations a chaque experience. 
II est tout d'abord possible de creer des sites. Lorsque plusieurs endroits (des sites) sur le 
specimen sont a imager, il est interessant de separer les acquisitions des differents endroits, 
sans avoir a creer une nouvelle procedure pour chacun d'entre eux. II suffit alors de distinguer 
les sites par des noms representatifs de l'endroit ou ils se trouvent sur le specimen. 
De nombreux autres parametres peuvent aussi etre saisis. Ainsi, il est possible de rentrer des 
informations sur l'operateur (si plusieurs chercheurs travaillent sur le meme appareil), sur le 
sujet de l'experience ou bien encore des informations diverses sur les images, la procedure ou 
encore les conditions de l'experiences. 
5.3.8 Acquisition des images 
C'est ici que sont prises les images et que sont modifies certains parametres de la procedure. 
L'interface est presentee a la figure 5.10. 
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Figure 5.10 : Capture d'ecran de 1'interface du logiciel 
Le tableau suivant resume le fonctionnement et i'utilite de chaque partie de 1'interface 
presentee a la figure 5.10. (source: Optiscan ©) L'image a ete obtenue a l'aide d'un 
echantillon de tissu impregne d'acridine orange. Cet echantillon est fourni avec le microscope 
a des fins de tests. 
Tableau 5.1 : Presentation de l'interface de saisie d'image 
Couleur 
correspondante 
psessssssssstassssg 
• 
-
CZD 
p—j 
<• - » - " — • | 
Explications 
C'est ici que les images en provenance du FIVE1 sont visualisees. 
La zone represente une portion de tissu de l'ordre de 475um par 
475 |im. 
Cette section sert a modifier le site courant, afin d'associer la zone 
visualisee au bon endroit du specimen (il est possible de modifier la 
liste des sites lors de 1'experience). 
Cette section controle la vitesse de balayage de l'image ainsi que la 
resolution, sans modifier la taille de la zone visualisee. 
Resolution 
(pixels) 
1024x1024 
1024x512 
Zone de visualisation 
(urn) 
475x475 
475x475 
Vitesse de balayage 
(images/secondes) 
0,7 
1,2 
C'est ici que sont prises les images (ou avec la pedale de controle). 
Deux modes sont disponibles : mode simple (une image a la fois) ou 
mode video (le logiciel enregistre une succesion d'images et non 
pas une sequence video). 
C'est ici que sont rappeles le type de procedure ainsi que le nombre 
d'images totales et le nombre d'images par sites. 
Cette section permet tout d'abord d'activer le LASER et est tres 
importante car c'est la que la puissance du LASER est modifiee. 
C'est done en grande partie ici que se jouer la qualite des images. 
Permet de faire varier la luminosite et le gamma des images (voir 
section suivante pour 1'influence de ces deux parametres). 
C'est ici qu'est ajustee la profondeur du plan focal. Les 
manipulations de cette section peuvent se faire egalement avec la 
pedale de controle. Appuyer en continu permet de deplacer le plan 
focal en continu. Appuyer deux fois permet de changer le sens de 
deplacement. 
5.3.9 Visualisation et modification des images 
Une fois que toutes images desirees ont ete prises, et que 1'experience est terminee, le logiciel 
propose de passer a la visualisation des images. II est possible de regarder toutes les images 
acquises au cours de 1'experience soit dans leur integralite, soit site par site, dans le cas ou 
plusieurs sites ont ete definis. L'interface permet egalement de visualiser les images une par 
une, d'annoter les images. Une modification des images est proposee. La fonction Auto ajuste 
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le contraste en rendant les pixels les plus clairs blancs etles plus fences noirs. II est possible 
de zoomer dans les images, et d'ajuster la luminosite et le gamma. 
II est aussi possible ici de sauvegarder les images dans plusieurs formats, selon ce que Ton 
veut faire avec celles-ci (pour une publication par exemple). 
Typede 
fichier 
Bitmap 
Windows de 
24bits 
TIFF 16bits 
TIFF format 
F900 
JPEG haute 
qualite 
JPEG 
qualite 
moyenne 
JPEG basse 
qualite 
Format 
Optiscan 
Tableau 5.2 : Formats d'images proposes par le logiciel 
Extension 
.bmp 
.tif 
.tif 
•JPg 
•JPg 
•JPg 
.opz 
Description du 
format de l'image 
Bitmap non 
compresse 
Tagged Image File 
Format (TIFF) non 
compresse. Contient 
le maximum 
d'information. 
TIFF proprietaire 
Format de 
compression avec 
une perte de qualite. 
Utile si le fichier 
reduit est plus 
important que 
l'image originale 
Format proprietaire 
d'Optiscan 
Notes 
Image sauvegardee 
avec une legere perte 
d'information 
Meilleur choix pour 
l'analyse d'image et 
la publication 
Compatible avec les 
autres instruments 
proprietaries 
Perte minimale de 
qualite 
Perte moyenne de 
qualite 
Grande perte de 
qualite 
Compatible avec le 
logiciel ImageJ. 
Taille de 
l'image 
1024x1024 
3MB 
2MB 
2.5 MB 
-580 KB 
-90 KB 
-44 KB 
-2MB 
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5.4 Traitement des images 
5.4.1 Contexte 
L'etude menee sur les rats a conduit a l'ecriture d'un article. L'imagerie etant la base de cette 
publication, il etait necessaire que les images prises lors des experiences soient les meilleures 
et les plus representatives possibles. La pertinence des images a mene a un premier tri au sein 
de chaque experience, afin de selectionner les meilleures images. 
L'impression ou encore la diffusion via un videoprojecteur alterent la qualite des images, 
surtout au niveau du contraste, le reduisant. II a done fallu reajuster certains parametres des 
images afin que leur rendu a l'impression soit le plus proche possible de la qualite de base. 
Pour cela, les logiciels Photoshop © et Gimp © ont ete utilises. 
5.4.2 Luminosite et gamma 
Le gamma est defini comme etant le contraste de 1'image. II controle Paffichage des « niveaux 
de gris moyens », e'est-a-dire qu'il ne modifie pas les zones les plus claires et les plus 
sombres. II permet de mettre en avant ou au contraire de diminuer la presence de ces niveaux 
de gris. 
La luminosite est quant a elle la quantite de lumiere qui arrive sur le detecteur (dans le cas 
present). 
5.4.3 Corrections des images 
Afin de bien expliquer comment les images sont traitees, une image a ete directement extraite 
d'une des experiences (marquage membranaire avec la lectine Ricinus Communis et marquage 
nucleaire avec l'acridine orange - figure 5.11). L'image choisie a un contraste assez faible. 
Sur un ecran d'ordinateur, la qualite est acceptable, mais n'est vraiment pas optimale. Dans 
une publication ou pour une presentation orale (ou les images seront presentees via un 
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videoprojecteur), la qualite va etre grandement affectee, et l'information presente dans l'image 
sera perdue. II faut done imperativement augmenter le contraste. 
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Figure 5.11 : Image "brute" 
Pour ce faire, il faut utiliser un logiciel de retouche d'image. Pour cet exemple, Gimp © a ete 
utilise. Pour ce travail, il est tout a fait equivalent a Photoshop ©, mais a l'avantage d'etre 
gratuit. L'outil qui est utilise est l'outil « Niveaux » (figure 5.12). 
~ Ajuster les niveaux de couleur 
Aitfere-plan-4 (trliSgo_000W.jpg) 
Preselections: : p j 
Can,al: -Valeur •»• 1 ReinikiaBser le canal 
Niveaux d'entree 
J. 
0 1255 
Figure 5.12 : Outils "Niveaux" de Gimp ( 
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Un histogramme de l'image est affiche. II represente la repartition et l'intensite des pixels de 
l'image sur toute la palette des niveaux de gris. II faut noter que rhistogramme n'est pas du 
tout centre. Normalement, une image bien contrastee a un histogramme relativement centre. 
Ici, il est completement decale vers la gauche, ce qui se traduit par une image sombre, sous-
expose. Afin de remedier a cela, il faut decaler le curseur de droite et le placer au niveau droit 
de rhistogramme, ce qui va avoir pour effet de d'associer les pixels les plus clairs de 
l'histogramme au blanc le plus fort disponible dans la plage de tons disponibles. Le resultat 
obtenu est presente a la figure 5.13. 
; .« Ajuster les niveaux de couleur 
AtMre-plan-4 0ietowhe_SYrexposee.jpg) 
: Preselections: i* 
Caaat: f Valeur »• Reptialiser le canal j 
> Niveaux d'entree 
(Gimp ©) 
Figure 5.13 : Image retravaillee et changements correspondants. 
L'image obtenue est maintenant beaucoup trop contrastee, surexposee. Afin de corriger ce 
probleme, il faut agir sur le curseur du milieu, ce qui va modifier les niveaux de gris moyens. 
II peut aussi etre necessaire de deplacer le curseur de droite, afin de ne pas trop contraster 
l'image. Ici, on voit que l'arriere plan, qui correspond a l'interieur des alveoles, est gris. II faut 
minimiser Pinfluence de cet arriere plan et le rendre le plus noir possible, afin de bien 
distinguer les parois alveolaires (dans le cas de cette image). Le resultat est presente a la figure 
5.14. 
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! Ajuster les nh/eaux de couleur 
:
 Amera-plan-4(Ret<juche_Euraxpose9,jpg) 
- PresSectiora: 
Canal: Vateur » 1 R^jnitfaliseriecanat • 
Niveaux d'entr^e 
L. 
50,55 ~i . 
(Gimp ©) 
Figure 5.14 : Image finale et changements associes. 
L'image peut paraitre tres contrastee, et certaines zones peuvent apparaitre trop blanches. II 
faut rappeler que ce traitement a ete effectue a des fins de publication. Lors de 1'impression, il 
va y avoir une perte de contraste. Dans le traitement des images il a done fallu prendre en 
compte ce parametre. 
Toutes les images n'ayant pas le meme contraste au depart, du aux differents marqueurs 
utilises, aux conditions dans lesquelles ont ete realisees les experiences,...le traitement des 
images a du etre adapte a chaque cas. 
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Titre francais : Microscopie confocale de fluorescence in vivo des poumons normaux et 
severement atteints de rats 
Resume francais : 
Justification: Les nouvelles techniques d'imagerie du poumon incluent la microscopie 
confocale de fluorescence, qui est une nouvelle methode capable de fournir une evaluation 
cellulaire et structurale de tissu en utilisant une sonde optique appliquee directement sur la 
plevre viscerale. 
Objectifs: Observer la structure des espaces aeriens distaux et la condition cellulaire dans des 
poumons normaux et atteints (modeles hyperoxique ou bleomycine), en utilisant des 
marqueurs fluorescents specifiques. 
Methodes: L'imagerie des espaces aeriens distaux a ete faite avec une excitation a une 
longueur d'onde de 488nm, en utilisant des produits marques a la fluoresceine ou 
naturellement fluorescents et l'appareil FIVE1® d'Optiscan. Le poumon normal a ete 
compare au poumon malade, et les images in vivo ont toujours ete verifiees a l'aide de 
l'imagerie ex vivo. 
Resultats: Quatre principaux elements representatifs du SDRA ont ete specifiquement 
etudies: la membrane epitheliale alveolaire, l'apoptose de cellules pulmonaires, le 
recrutement des polynucleaires neutrophiles et Pcedeme pulmonaire. La microscopie 
confocale de fluorescence a permis la visualisation de i) la structure membranaire des cellules 
epitheliales avec une grande precicsion (lectines RCA ET PSA), ii) l'apoptose a l'aide du YO-
PRO, iii) le recrutement des polynucleaires neutrophiles dans le poumon ainsi que leur 
circulation dans les vaisseaux sanguins, iv) l'extrav'astion et du plasma a l'aide du Dextran-
FITC ainsi que la formation d'cedeme. La microscopie confocale in vivo a fourni des resultats 
semblables aux methodes de fluorescences ex vivo. 
Conclusion: Ce type de microscopie, utilisant de maniere peu invasive le Five 1® et des 
marqueurs fluorescents, est capable de fournir une imagerie revolutionnaire en temps reel de 
tissus pulmonaires atteints par le SDRA avec des developpements prometteurs afin 
d'ameliorer le diagnostic au chevet et d'aider le clinicien dans ses prises de decision. 
59 
6.2 Article 
In vivo intravital fibered-bundle fluorescence microscopy of normal and 
acutely injured lung 
by 
Frederic Chagnon * \ Clement Fournier *13, Paul G Charette 3, Luc Moles Id h2, Daniel 
M Payet4, Leland G Dobbs 5, and Olivier Lesur 12. 
(* both authors contributed equally to this paper) 
-1- Groupe de recherche en physiopathologie pulmonaire, Centre de recherche clinique, 
CHUS 
-2- Medical Intensive Care Unit, Department of Medicine, Faculty of Medicine 
-3- Department of Electrical and Computer Engineering, Faculty of Engineery 
-4- Department of Physiology 
University of Sherbrooke, Quebec, Canada 
-5- Pulmonary Diseases, Oackland, CA, USA 
Key-words: (3-5): lung microimaging in vivo, ALI/ARDS, epithelium, apoptosis, edema 
Rationale: New emerging lung imaging techniques encompasse fibered confocal fluorescence 
microscopy (FCFM), which is a new method able to provide cellular and structural assessment 
of living tissue using a 5mm fiberoptic probe directly applied on visceral pleura. 
Objectives: To observe distal airspace structure and cellular condition in normal and injured 
lungs (hyperoxic and bleomycin challenged), using fluorescent-specific marker contrast and 
FCFM. 
Methods: alveolar space's FCFM with spectral analyses were performed at 488-nm excitation 
wavelenght using FITC-labeled markers or naturally fluorescent dyes and the Five 1® device. 
Normal lung was compared with sick lung, and in vivo imaging was always mirror with 
corresponding ex vivo conventional assays. 
Results: Four main elements pertaining to the acute lung injury/ acute respiratory distress 
syndrome (ALI/ARDS) pathophysiology and established early key-events, were specifically 
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studied: alveolar epithelial membrane phenotype, lung cell apoptosis, neutrophil recruitment, 
and edema. FCFM allowed visualization of i) fine-tuned ultrastructural lectin (RCA-1, PSA) 
epithelial cell membrane expression, ii) YO-PRO®-l-related DNA linking of lung cell 
apoptosis, iii) PKH2 green fluorecent cell linker-labeled neutrophil tracking in lung 
microcirculatory network and airspaces, iv) FITC-dextran plasma contrast and extravasation 
with edema formation. FCFM provides reliable and comparable imaging to corresponding ex 
vivo fluorescent methods. 
Conclusions: FCFM, using the minimally invasive FIVE 1® system from Optiscan and 
specific fluorescent markers, is able to provide real-time revolutionary imaging of live unfixed 
ALI/ARDS lung tissue with promising development for improving bedside diagnostic and 
decision-making therapeutic strategy of ICU physicians. 
Introduction 
Acute lung injury (ALI) and acute respiratory distress syndrome (ARDS) are critical 
conditions clinically pictured out by a severe acute hypoxemic respiratory failure and bilateral 
lung infiltrates not related to left-sided heart failure (Barkhordari et al., 2004). The incidence 
of ALI/ARDS averages - 80 per 100,000 person-years in developped countries ((Brandt et al., 
1982),(Taatjes et al., 1990),(McElroy et al., 1995)), with significant morbidity and a -"real-
life and real-time"- mortality rate of 30-40% ((McElroy et Kasper, 2004),(Dobbs et al., 
1985)). 
ALI /ARDS must be differentiated from other acute pulmonary disease entities but 
there are no easy-to-do diagnostic tests. Available tools include i) chest imaging & 
bronchoscopy with bronchoalveolar lavage, which are often not discriminant when pneumonia 
is not causative, and ii) open lung biopsy (OLB), which is a gold standard for accurate 
diagnosis, with relatively high effectiveness-to-harmless ratio in some place ((Gonzalez et 
Dobbs, 1998),(Crapo, 1986),(Gropper et Wiener-Kronish, 2008)). Critical care physicians 
must then rely on the widely accepted criteria of diffuse infiltrates on chest imaging and 
severe hypoxemia, and on the presence of known risk factors ((Barkhordari et al., 
2004),(Dobbs et al., 1988)). 
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Histologically, ALI/ARDS responds to the definition of diffuse alveolar damage 
(DAD), which is earlier made of edema, necrosis of type I pneumocytes and endothelial cells, 
sparse interstitial inflammatory infiltrate, intra-alveolar hemorrhage, fibrin deposition, and 
later on type II pneumocyte proliferation, with sometimes hyaline membranes and fibrosis, 
when repair is failing ((Koslowski et al., 1998),(Zhao et al., 2001),(Hakumaki et Brindle, 
2003)). The first phase of DAD, the one that should be targeted for therapeutic interventions, 
is exudative and characterized by neutrophilic infiltrate and edema, and alveolar epithelial cell 
repair is a cornerstone of lung healing to prevent fibrosis (berth). 
Several techniques of lung imaging are growing up with variable efficiency/side effect 
profiles. "Combos" computed tomography; positron emission tomography and magnetic 
resonnance imaging, trend to open way to the assessment of airspace's micro-imaging but still 
lack cellular/molecular resolution and specificity. More performant and less invasive 
diagnostic methods are mandatory needed for critically ill ALI/ARDS patients, and intravital 
fibered confocal fluorescence microscopy (FCFM) is one of these. Two relatively noninvasive 
approaches are presently studied with FCFM: 1) the "inside" bronchoscopic, and 2) the 
"outside" transthoracic ways. Several studies have been already published using the 
bronchoscopic "inside" approach and optical microfibers, and allowing a real-time 
"alveoscopy" ((Berthiaume et al., 1999),(Flusberg et al., 2005)). This FCFM technology 
shares several advantages over conventional imaging procedures: it is i) a high resolution 
imaging, ii) relatively non invasive (safe approach, no OLB, no fixative), iii) potentially 
performed at bedside, iv) real-time and potentially repeatable imaging. 
Our hypothesis in this study was that FCFM can provide unevaluable real-time insights on 
lung inflammation and repair processes that can affect critical care bedside physician 
decision-making strategy. Our objectives, by using fluorescent sensitive and specific markers, 
were i) to compare oppose normal lung to ALI imaging, and ii) to validate and compare in 
vivo microimaging to conventional ex vivo fluorescent and optical histopathology. 
Methods 
Experimental animal models 
62 
Pathogen-free Long-Evans rats (300g) were purchased from Charles River laboratories 
Inc (Wilmington, MA) and received care in compliance with The Guide to the Care and Use 
of Experimental Animals from the Canadian Council of Animal Care (1993, CCAC, 2nd ed.). 
The following protocols were approved by our institution's Ethics Committee for animal care 
and experimentation. Acute lung injury was induced by intratracheal (IT) instillation of a mild 
dose of bleomycin (5U/kg in 300 ul saline) under ketamine (75mg/kg)-xylazine (lOmg/kg) 
anesthesia, and by 48-72hrs hyperoxia exposure, as described previously (lesur AMJlung). 
Mild dose of bleomycin was selected to target epithelial and inflammatory response without 
obvious fibrosis, while hyperoxia exposure was aimed to induce a huge lung edema. 
Neutrophil's recruitment was observed either after 2hrs phorbol myristate acetate (10"8M) I/T 
instillation, 2-days hyperoxia exposure or after two-week bleomycin I/T instillation -which 
peaks at this time for epithelial apoptosis. 
Fibered Confocal Fluorescence Microscopy (FCFM) 
For imaging acquisition, a revolutionary fluorescence confocal microscope was used : 
the Five 1® (Optiscan Pty Lts, Victoria, Australia), using a device dedicated for animal 
research. The confocal-containaing probe was introduced through either transthoracic 
(through a small basal fly-chest hole) or transdiaphragmatic (through a substernal hole) routes 
in tracheostomized anesthetized rats. In order to secure the probe-to-visceral pleura interface, 
and to minimize the dynamic lung and heart's movements, an articulated arm was used, and a 
suction system with fine tune negative pressure (<5cm H2O) was connected using a ring 
narrowning the laser probe tip. Gray-scale images were obtained via this 6.4mm -external 
diameter- rigid pen-like probe equipped with a confocal laser inside and an emission 
wavelength of 488nm and detection scale from 505nm to 750 nm. Laser power was adjustable 
from 0 to lmW, allowing the best tissue contrast. The field of view was 475umx475um, and 
the axial and lateral resolutions were 7um and 0.7um, respectively. The imaging plane (focus) 
can be 4um step-moved down to 250um below the surface, thanks to a footswitch. Two 
resolutions were available: 1024x1024 pixels (images collected at 0.7 frames/sec) and 
1024x512 pixels (images collected at 1.4 frames/sec). The number of images per experience 
varied from 50 to 600 images. Post-treatment of images was performed with Adobe 
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Photoshop © (Adobe Systems Inc, USA), and video was built up with Microsoft Movie 
Maker ©, when needed (Microsoft Corporation, USA). 
Fluorescent markers of lung structure and function 
Fluorophore-associated markers were administered by topical [I/T] or systemic [I/V] 
injections for in vivo imaging, as described in Table 1: 
1) YITC-Ricinus Communis (RCA-1) and FITC-Pisum Sativum (PSA) agglutinins 
- as control lectin for the later- were I/T instilled (0.15mg/ml in 5ml saline; Vector 
Laboratories, Burlingame, CA); 
2) FITC-labeled Dextran was I/V injected (77kDa, 100-500ul of lOmg/ml saline; 
Sigma, St. Louis, MO); was used either as a sole marker of lung microcirculation or as an 
adjunctive plasma contrasting agent to alternative labeling; 
3) Alexa Fluor 488-anti-RTI-40 (200ul of lOOug/ml; from Dr Dobbs laboratory) 
and FITC isotypic IgGl from murine myeloma (Sigma-Aldrich) -as control Abs- were I/T 
instillated, and anti-RTI-40 were labeled with a zenon Alexa Fluor 488 mouse IgGl labeling 
kit (Molecular Probes, Eugene, OR); 
4) green fluorescent DNA-staining dye, YO-PRO®-l (Molecular Probes) (5ml, 
lOuM) was I/T or IV delivered, and imaging acquisition was performed within a time-scale of 
5 to 15 min after administration; 
5) green fluorescent PKH2-labeled neutrophils were injected I/V for lung cell 
tracking. Briefly, 30ml glycogen 1% was first injected intraperitoneally overnight in one rat, 
and then 50xl06 cells were recovered (>95% neutrophils), purified, and labeled using a PKH2 
Green Fluorescent Cell Linker Kit for Phagocytic Cell Labeling (Sigma) according to 
manufacturer's instructions. 98% viable fluorescent neutrophils ( 50x 106/ml) were thus / 
injected in 1ml I/V bolus in another experimental rat (Albertine 1996,Yuan 1990) ; 
6) acridine orange or acriflavine (Sigma) were I/V (500ul of 0.05%) or I/T (5ml of 
0,0025 to 0,05%) administered, as adjunctive endothelial or epithelial nuclear labeling agents 
to other markers. 
In vivo imaging procedure 
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Control, hyperoxia- or bleomycin-challenged rats were anesthetized using ketamine 
(75mg/kg)-xylazine (lOmg/kg) I/M injection. The right jugular vein was cannulated using an 
angiocatheter (Intramedic polyethylene tubing, inner diam. 0.023 inches, outer diam. 0.038 
inches, VWR, Mississauga, ON). A tracheostomy was performed using a 14G I/V catheter 
(B.D), and a conventional ventilation was secured during the imaging period, using plateaued 
inspiratory, and pancuronium when needed. 5-10ml saline BAL were additionally undergone 
when needed, to remove excess of labeled I/T markers. At the end of the experiment, rats were 
sacrificed and lungs were sampled and frozen in OCT for ex vivo studies. 
Ex vivo lung immuno-stainings 
Lung pieces were fixed either in 10% formol for 48hrs or in 4% paraformaldehyde at 
4°C for 4hrs, followed by an overnight wash in 15% cold sucrose, and paraffin embedded. 
Five micrometer-slices were harvested on poly-L-lysine-coated slides. Formolin-fixed slides 
were stained with hematoxylin and eosin (H&E). Paraformaldehyde-fixed slides dedicated for 
immunoflurescence studies were incubated for lOmin at 37°C with pepsin (Digest-All; 
Zymed, San Francisco, CA) for antigen unmasking. Non-specific binding was prevented by 
incubation with 10% donkey serum (Zymed) for 30min. Slices were recovered either with 
¥ITC-Ricinus Communis Agglutinin (0.015 ng/ml; Vector Laboratories), FYTC-Pisum Sativum 
Agglutinin (0.015 u-g/ml; Vector Laboratories) or monoclonal mouse anti-RTI-40 (1:1000; gift 
from Dobbs) zenon Alexa Fluor 488 conjugated (Molecular Probes). Slides were mounted in 
Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories) after being washed in PBS. DNA 
fragmentation was identified by means of terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated 
dUTP nick-end labeling (TUNEL) method using In Situ Cell Death Detection Fluorescein Kit 
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) according to manufacturer's instructions. In the 
case of neutrophils staining, lung pieces were embedded in Tissue-Tek optimal cutting 
temperature compound (Sakura Finetek USA, Torrance, CA) and were frozen in 2-
methylbutane at -20°C. Cryostat sections 10 um thick were mounted onto Fisher Superfrost 
Plus slides. All sections were analyzed using an Axioskop 2 fluorescence microscope (Carl 
Zeiss, Thornwood, NY) at a magnification of 100X. 
Results 
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Several lung areas were screened, depending of the injected marker, in order to obtain 
the best imaging quality, during each experiment. Focal plan, brightness and power of laser 
were adjusted to obtain an optimal pixel's intensity (not necessarily the stronger one). 
Fluorescence intensity was variable, depending on the markers used: some had strong 
fluorescence (e.g. acridine orange/acriflavine, lectin Ricinus Communis agglutinin), needing a 
lower power of laser and brightness, others had a weaker fluorescence (e.g. PKH2). A 
compromise had to be found for combinations of markers (e.g. nuclear staining often strong 
and linear membrane staining sometimes weak). 
Figure 1 shows lung epithelial cell membrane labeling (type I cells) with Ricinus 
Communis agglutinin (RCA-1). Pisum Sativum (PSA) lectin labeling was used to demonstrate 
distinctive pattern of cell membrane staining, understanding that carbohydrate affinity of the 
latter is for mannose moieties whereas RCA-1 more likely bind galactose residues. 
Differences in lung structure/architecture are highlithed by comparing normal lung (Fig 
1A&C) with sick 3-week's-old -bleomycin- lung, with increased alveolar, interstitial and 
airspace-lining cellularities, and overall increased parenchymal thickness (Fig 1B&D). 
Occasional strong RCA-1 labeling was observed on large cells in and along airspaces 
suggesting binding by macrophages and/or metaplastic (shedding) epithelial cells (Fig 
1B&D). For both agglutinin's anti-lectins, specificity of in vivo stainings was further 
reascertained by the abolition of lung labeling with appropriate sugar pre-absorption (data not 
shown). 
Ex vivo immunofluorescence labeling with the same primary targets (i.e. agglutinins 
Fig 1C&D) was performed for ultimate comparison and validation to the imaging obtained 
with the Five 1 device. 
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Figure 6.1 : Lung epithelial cell membrane labelling (type I cells). (A) Ricinus Communis 
Agglutinin I Lectin on a normal lung {inset shows Pisum Sativum Lectin as control 
labelling); (B) Ricinus Communis Agglutinin I Lectin on a sick lung -bleomycin model- {inset 
shows Pisum Sativum Lectin as control labelling); (C) Ex vivo labelling with Ricinus 
Communis Agglutini 1 & DAPI on a normal lung (xlOO) {inset: Pisum Sativum & DAPI as 
control labelling); (D) Ex vivo labelling with Ricinus Communis Agglutinin 1 & DAPI on a 
normal lung (xlOO) {inset: Pisum Sativum & DAPI as control labelling) 
Figure 2 represents another epithelial cell-associated protein labeling for type I cell 
membrane. Rat type I cell 40-kDa sialoglycoprotein (RTI40) staining pattern has been 
extensively characterized earlier (Dobbs). As for RCA-1, differences in lung 
structure/architecture are highlithed by comparing normal lung (Fig 2A&C) with late sick 3-
week's-old -Bleomycin- lung (Fig 2B&D), but with distinctive patterns of disorganized 
multilayer stratified labeling (Fig 2B). Similar concentrations of nonspecific isotopic IgGs 
were used to validate specificity of anti-RTLto IgG epithelial staining (Fig2A and inset). The 
first use of the anti-RTLto IgG is for ex vivo experiments. Ex vivo immunofluorescence 
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labeling with the same primary targets (i.e. anti-RTLto or non specifc IgGs, Fig 2C&D) was 
performed for ultimate comparison and validation to the imaging obtained with the Five 1® 
device. 
Figure 6.2 : Lung epithelial cell membrane labelling (type II cells). (A) RTI40 on a normal 
lung (inset shows FITC-isotopic IgG as control labelling); (B)RTI40 on a sick lung -
bleomycin model- (inset shows FITC-isotopic IgG as control labelling) (C) Ex vivo labelling 
with RTI40 & DAPI on a normal lung (xlOO) (inset shows isotopic IgG & DAPI as a control 
labelling); (D) Ex vivo labelling with RTI40 & DAPI on a sick lung -bleomycin model-
(xlOO) (inset shows isotopic IgG & DAPI as a control labelling) 
Figure 3 exhibits fluorescent neutrophil's passage, recruitement and/or diapedesis in 
the lung. Neutrophils were first harvested and labeled with PKH2, as described in methods, 
and then tracked in unchallenged or sick 2-week's-old -Bleomycin-lung using Five 1 ® (Fig 
3A&B). A few circulating neutrophils can be observed crossing the unchallenged lung 
microcirculation (Fig 3A&C), whereas more numerous labeled cells can be observed in the 
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sick lung, some of them being already translocated into airspaces (Fig 3B). Ex vivo IF 
conventional studies using cryo-preserved lung samples after Five 1® screening, suggested 
higher sensitivity for detection (Fig 3C&D). 
Figure 6.3 : Neutrophils labelling. (A) PKH2 on a normal lung; (B)PKH2 on a sick lung -
bleomycin model; (C) Ex vivo labelling with PKH2 on a normal lung (xlOO); (D Ex vivo 
labelling with PKH2 on a sick lung -bleomycin model- (xlOO) 
Figure 4 demonstrates lung cell apoptosis using YO-PRO®-l as DNA linker, either 
instillated IT or IV in sick lungs after 60-72hrs hyperoxia (Fig 4 A&C) and one-week 
bleomycin IT challenge using Five 1® (Fig 4B&D). Apoptotic cells are presumably epithelial 
or free-inflammatory cells, with possible contribution of some endothelial cells, and are 
numerous in contrast to occasional labeling in normal lung (see inserts). Ex vivo 
corresponding apoptotic level is shown using TUNEL assays (comparable method for 
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detection of DNA committment in cell apoptosis) in hyperoxic and bleomycin lungs (Fig 
4E&F). 
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77kDa on a normal lung). (B) YO-PRO and FITC-Dextran 77kDa labeling (intra thoracic) 
with bleomycin model (inset shows control with YO-PRO and FITC-Dextran 77kDa on a 
normal lung). (C) YO-PRO and FITC-Dextran 77kDa labeling (intravenous) with hyperoxia 
model (inset shows control with YO-PRO and FITC-Dextran 77kDa on a normal lung). (D) 
YO-PRO and FITC-Dextran 77kDa labeling (intravenous) with bleomycin model (inset shows 
control with YO-PRO and FITC-Dextran 77kDa on a normal lung). (E) Ex vivo labeling with 
TUNEL on a lung with the hyperoxia model. (F) Ex vivo labeling with TUNEL on a lung with 
the bleomycin model. 
Figure 5 exposes FITC-Dextran plasma labeling in normal lung (early phase), with 
interstitial microcirculation contrast and moving blood cells negatively visible (Fig 5 A). 
72hrs-hyperoxia-exposed lung at the same phase shows early and variable diffusion of FITC 
dextran outside the capillary network with interstitial and alveolar space labeling (Fig 5B). Fig 
5C&D exhibit H&E corresponding pattern, in normal and hyperoxic lungs, respectively, with 
interstitial and alveolar edema for the latter (Fig 5 D). 
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Figure 6.5 : visualization of the oedema in the lung. (A) FITC-Dextran 77kDa on a normal 
lung. (B) FITC-Dextran 77kDa on a sick lung (hyperoxia model). (C) Ex vivo labeling with 
H&E on a normal lung. (D) Ex vivo labeling with H&E on a sick lung. 
The Fivel ® system does not allow real-time video sequence acquisition, but nearly 
consecutive imaging captures has been created with an appropriated software (Fig 6 and 7, see 
supplement-videos). Two serie-examples of such sequences are shown using FITC-Dextran as 
contrasting agent IV injected, and allowing observation of moving circulatory cell movement 
in lung microvessels in normal (Fig-sequence 6) and hyperoxic lung (Fig-sequence 7). 
sequences are provided in the online supplement. 
Discussion 
In this study, lung distal airspaces from rodents were directly observed in vivo at a 
cellular/molecular level using a confocal microscope equipped with a pen-like probe (FCFM), 
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and without any tissue sampling or fixation procedures. Different pathophysiologic 
mechanisms and structures of the lung were visualized, with the primary and constant 
objective: i) to compare normal vs. sick lungs, and in vivo vs. ex vivo techniques (as gold 
standard assessment), and ii) to address key-elements committed in early ALI/ARDS and 
repair events (i.e.: epithelial cell recognition and repair processes including apoptosis, 
neutrophil's tracking and recruitment in the lung, blood microcirculation and lung edema). 
These aforementioned pathophysiological processes are also intimely linked to each others 
and critically relevant in the ARDS natural history. 
The data presented herein demonstrate a significant and reliable comparability 
between in vivo confocal fluorescence intravital microimaging (FCFM) by using Five 1®, and 
ex vivo conventional techniques using processed samples, as a gold standard method, in the 
observation of lung microstructures. In vivo imaging however brought new aspects and 
potential for real-time and repetable assessments of epithelial cell repair processes, 
neutrophil's recruitment "live", blood microcirculation networking with vessel leakage and 
edema, and thus dynamic observation/monitoring after therapeutic changes -including 
alteration of mechanical ventilation parameters-, that cannot be carried out by OLB. 
Epithelial membrane imaging: lectin andRTI-40 labeling 
Distal airspace epithelial repair is a cornerstone and "double-sword" event of lung 
repair after ALI/ARDS: one hand is critical for functional restoration, edema resolution, and 
fibrotic scar prevention, the other one is the possible epithelial-to-mesenchymal cell transition 
pathway which can lead to abnormal fibrotic wounding (Berht, Mathhay PATS 2005, Gropper 
COCC 2008, Selman PATS 2006). Cell-selective and phenotype-specific markers for 
investigating injury and repair of the alveolar epithelium are thus essential to observe both 
anatomical and functional recovery (Mc Elroy). Lung structural -membrane- elements are 
useful in this way, and epithelial carbohydrate's lectins with type I cell sialoglycoprotein RTI-
40 were first selectively. Ricinus communis agglutinin (RCA-1) mainly recognize lung type I 
epithelial cells (Brandt, 1982), but also type II cell apical and basolateral plasma membranes 
(Taatjes, 1990), and slightly some other cells (e.g. monocytes/macrophages, endothelial cells) 
(Bagasra O, Mannoji H). A linear surface staining of the alveolar epithelium was seen with 
RCA-1 by using in vivo FCFM as well as in ex vivo conventional assays, and this pattern was 
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altered in the bleomycin lung after two weeks, due to membrane blebbing and thickening of 
the alveolar walls. In parallel, Pisum sativum agglutinins specifically target alveolar 
macrophages, mast cells and only some a-D-mannose-expressing lung type I epithelial cells 
(Barkhordari, 2004). This could explain a patchy pattern observed with in vivo FCFM and to a 
lesser degree with the immunofluorescence on fixed tissues. 
The integrity of the alveolar epithelium was also investigated using a marker for 
pulmonary parenchymal injury. RTI-40 is a protein expressed on the apical plasma membrane 
of type I epithelial cells (McElroy, 1995). The in vivo visualization of the marked antibody 
against RTI-40 revealed parenchymal enlargement and multilayering in the bleomycin model 
as compared to the normal lung -whereas nonspecific labeled IgGs did clearly not stain on-. It 
also showed cellular hyperplasia, enhanced matrix deposition and abnormal interstitial cells 
proliferation. However, in contrast to Koslowski et al. study (Koslowski, 1998), the in vivo 
imaging and the ex vivo immunofluorescence did not show obvious decreased of RTI-40 
protein staining from the alveolar surface two-weeks following bleomycin administration. On 
this point-of view, it has to taken into consideration that the dose of bleomycin IT instillated 
was mild (1.5 vs. 7TU/rat ()), and although several brown areas were obviously visible 
macroscopically, IgGs were topically applied and should not have access nonatelectic open 
airways and spaces in vivo (i.e. less injured areas), whereas they should have contacted ex vivo 
tissues on slides. 
Lung neutrophil tracking and recruitment 
Moving cells, such as inflammatory cells can also be tracked by FCFM using the Five 
1®. Nonactivated neutrophils have a half-life of only 4-10 hrs before marginating and entering 
tissue pools, surviving for 1 to 2 days. Systemic hal-life is significantly shorter in individuals 
suffering from infectious or acute inflammatory diseases when requirement for newly 
recruited and primed neutrophils increases considerably, but tissue death is generally delayed. 
Accumulation and sequestration of activated neutrophils in microvessels is early observed in 
and a hallmark of ALI/ARDS (abrahams ccm2003, lee&Downeycocc2001, Mc Nee clin 
scil990). Using either ex vivo neutrophil labeling-reinjection or systemic intravenous in vivo 
direct labeling techniques, FCFM was able to detect: real-time passage of few fluorescent 
cells across normal lung microcirculatory network, neutrophil sequestration-diapedesis after 
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bleomycin IT challenge - which peaks between 2- to 17 days post instillation (Sato2000)-, or 
nearly immediate neutrophil locoregional recruitment after catheter-guided phorbolmyristate 
acetate (10"8M) segmental lung challenge (not shown). It is noteworthy also,that FCFM 
would also potentially allow tracking of other inflammatory or progenitor cells. 
Lung cell apoptosis 
Lung cell apoptosis is a regulated form of death whose deregulation can lead to wound 
failure, fibrosis or sustained inflammation (Martin). Of the numerous cells involved in 
ALI/ARDS, some exhibit intense and accelerated (e.g epithelial and endothelial cells, 
lymphoid cells), and others a delayed apoptosis (e.g. neutrophils, mesenchymal cells)(). 
Whereas there are any number of studies on ex vivo apoptosis, observation of cell apoptosis in 
vivo is actually restricted to magnetic resonance imaging (MRI) (Zhao, 2001; Hakumaaki, 
2003) or positron emission tomography (PET) using radiolabeled annexin V (Blankenberg, 
1998). However, the resolution of these devices does not allow the detection of apoptosis at 
the cellular scale level. In addition, most of the markers being used in vivo to date, showed 
upstream apoptotic events, whereas the fluorescent DNA-staining dye used in this study, YO-
PRO-1®, revealed DNA fragmentation characteristic of downstream terminal apoptosis. This 
dye-linker selectively cross permeant membranes of apoptotic cells and has been already 
validated for in vivo use (Al-Gubory, 2005). After experimental injury, YO-PRO-1® by either 
ways of injection (IT or IV), was particularly accurate for lung apoptosis imaging using 
FCFM, and abundant nuclear staining of apoptotic cells - presumably mainly alveolar 
epithelial cells (Li AJP2003,...), with few inflammatory, endothelial and interstitial cells- was 
visualized in both bleomycin and hyperoxic models (). Hyperoxic lungs preferentially 
presented a sparse/homogeneous pattern whereas bleomycin lungs more likely showed patchy 
clusters of apoptotic cells. Indeed, hyperoxic lungs is recognized for injury and death of more 
alveolar endothelial than epithelial cells (crapo in De paepe, De paepe), whereas Bleomycin 
lung produces more alveolar epithelial cell injury and death (), with respect to differential 
natural histories. FCFM observations correlated easily with the traditional TUNEL or ISEL-
techniques on ex vivo fixed lung sections (Lesur, 2004; Howlett, 1999, Li AJP 2003). 
Lung microcirculation and edema 
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Pulmonary edema is another cardinal feature but underestimated and difficult-to-assess 
and -to-monitor parameter of ALI/ ARDS for bedside ICU physicians (Isakow AMJP 2006). 
Although, the epithelial barrier is less permeable than the endothelium physiologically, the 
loss of epithelial cells in distal airspaces of ALI/ARDS lungs is common and cornerstone of 
repair processes 0- There is growing evidence that lung permeability should be considered as 
a target for new therapy in ALI/ARDS, e.g.: current knowledge on catecholamines-induced 
improved fluid clearance, trend for increase of ventilatory-free-days with decrease in 
extravascular-lung-water (Gmartin), and evidence for reduction of ventilatory needs with 
conservative vs. liberal fluid resuscitation (ARDS net). However, validated and reliable 
procedures for lung permeability assessment are still lacking, although FITC-Dextran (Guery 
1998), and semi-quantitative double-isotope imaging technique (using albumin and 
transferrin)(de Prost JAP 2007) has become popular experimentally, in vivo as well as ex vivo. 
Herein are presented microimaging data allowing visualization of dextran "real-time" 
extravasation in a model of lung hyperoxia, without quantitative ambition. Edema at this time 
was clinically and macroscopically obvious, however astonishingly variable and 
inhomogeneous on a dynamic and microscopic basis. This emerging endomicroscopic 
technique is able to offer physicians additional tools to evaluate actual edema status of 
regional areas, in addition to conventional methods (e.g.: Picco, wedge pressure). 
Limitations of this study 
This study although clearly original and unique, is preliminary by the use of a limited number 
of fluorescent markers to assess ALI/ARDS. The Five 1® is a unichannel (FITC scale) 
system, and does not allow co- (expression)localisation labeling. Only qualitative imaging was 
provided at this time. Further, extended and rafined assessment of lung cellular and structural 
are mandatory, with repetitive time-frame screening, for instance by using selective permeant 
peptides delivered in airways. Ultimately, an algorithmic strategy for real-time diagnostic lung 
assessment should be validated (in small and big animals), inocuity of repetitive fluorescent 
labeling procedures ascertained, and first phases of human study inititated. 
Conclusions 
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This study is the first one to our knowledge to report in vivo real-time endomicroscopic 
assessment of lung distal airspaces in normal and ARDS lungs by using specific fluorescent 
markers. Two recent reports using a similar device, reported lung airspace's imaging without 
marker's labeling but with natural autofluorescence (thiberville x2), and did not address 
ALI/ARDS. With these preliminary data, the door is open to progress on an algorithmic 
labeling feature of unrepairing lungs by using this fluorescence microendomicroscopic 
method, and with the objective to offering ICU physicians a proof-to-concept strategy to 
assess and monitor their ARDS patients with knowledge-translation and decision-making 
ability. 
Acknowledgements: Line Bilodeau 
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CHAPITRE 7 
CONCLUSION 
7.1 Resume des travaux 
Tout au long des experiences realisees durant ce projet, differents mecanismes cellulaires ont 
ete etudies : l'apoptose, le recrutement de polynucleaires neutrophiles, l'cedeme pulmonaire. 
Un certain nombre de cellules du poumon ont egalement ete imagees, ainsi que le plasma 
sanguin, rendant ainsi les experiences assez diversifiees, mais toujours realisees dans un but 
precis : visualiser la reparation pulmonaire. Le tableau 7.1 resume les experiences realisees, 
classees par type de marquage et expliquant le but de ces manipulations (N represente le 
nombre d'experiences realisees pour chaque marqueur). 
Si les premieres experiences ont servi a se familiariser avec le systeme d'imagerie (et 
notamment, adapter les doses de produits de fluorescence a celui-ci), le reste du projet a sans 
cesse ete la recherche des ameliorations qui pouvaient y etre apportees. Cela a commence 
naturellement par la concentration et le dosage des marqueurs. En effet, beaucoup de ces 
produits etaient destines a 1'imagerie ex vivo. Les doses pour des experiences in vivo et ex 
vivo, ne sont pas les memes et demandent de nombreux ajustements. De plus, les doses 
preconisees par les fabricants n'etaient pas obligatoirement faites pour des rats (pour des 
souris la plupart du temps). La encore, la concentration et la quantite injectee devaient etre 
reevaluees. 
Ameliorer le cote marqueurs fluorescents n'a pas ete le seul point qu'il a fallu travailler. En 
effet, la qualite des images est primordiale. L'imagerie medicale requiert tout particulierement 
une tres grande precision afin de ne pas corrompre le jugement du medecin quant a ce qu'il 
voit sur l'image. Si, par exemple, une alveole est deformee, mais que cela est du a un artefact 
de mouvement, le medecin pourrait interpreter cela comme un probleme medical. Le 
probleme rencontre est que les images etaient alterees par des artefacts de mouvements. En 
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effet, le rat est un petit animal, et son coeur bat extremement vite (environ 300 battements par 
minute) et est tres proche du poumon (le cycle respiratoire est egalement tres rapide : environ 
90 cycles par minute). La sonde qui est apposee sur le poumon capte ces mouvements, car 
l'interface poumon/sonde provoque un leger glissement de la sonde. II a alors fallu trouver 
une solution afm de supprimer ces artefacts de mouvements. L'idee de creer une succion au 
niveau de cette interface poumon/sonde a alors ete investiguee. En entourant la sonde d'un 
tube dans lequel circule un vide, le poumon est aspire et maintenu en contact permanent avec 
la sonde. La succion n'a pas besoin d'etre forte. Au contraire, si elle est trop elevee, le 
poumon risque de se deteriorer. 
Certes, l'approche transdiaphragmatique est invasive et agressive, mais les experiences sur le 
rat ont surtout ete la pour prouver qu'il etait possible d'imager le poumon in vivo. Les 
dernieres experiences, qui ont ete realisees sur le cochon ont elles permis de tester l'approche 
qui pourrait etre utilisee sur l'homme, qui se doit d'etre beaucoup moins invasive. 
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Tableau 7.1 : Resume du role des marqueurs et des resultats obtenus 
Marqueur utilise 
Lectine Ricinus 
Communis 
Agglutinine 
(RCA) 
Alexa Fluor 488-
anti-RTI40 
Lectine Pisum 
Sativum 
Immunoglobuline 
isotypique 
Dextran-FITC 
(oedeme et 
visualisation des 
structures) 
PKH2 
YO-PRO (& 
Flivo) 
Cochon (Dextran-
FITC) 
N 
12 
8 
3 
2 
14 
9 
19 
3 
But de l'experience 
Visualiser la structure des 
alveoles grace au 
marquage de la membrane 
epitheliale 
Controler les resultats de la 
lectine RCA 
Controler les resultats du 
marquage de la proteine 
RTI40 
Visualiser la circulation 
sanguine, et done la 
structure de celle-ci ainsi 
que la presence d'oedeme 
pulmonaire 
Visualiser le recrutement 
de polynucleaires 
neutrophiles 
Visualiser la mort 
cellulaire, ou apoptose 
Visualiser le poumon d'un 
plus gros animal 
Resultats 
Ces marqueurs permettent de constater une nette 
difference dans la structure alveolaire entre un 
poumon sain et un poumon atteint de par 
l'epaississement de la paroi pour un poumon 
atteint. 
Ce marqueur a permis de valider les resultats 
obtenus avec la lectine RCA. 
Les resultats ont ete valides. 
Le Dextran-FITC permet de montrer la presence 
d'oedeme et la circulation de certaines cellules 
dans le sang ainsi que le passage de celles-ci du 
sang vers les alveoles. 
Les polynucleaires neutrophiles sont beaucoup 
plus presents dans un poumon atteint, ce qui 
valide l'utilisation de ce marqueur. 
Le YO-PRO s'est avere un excellent marqueur 
de l'apoptose. Les resultats obtenus in vivo avec 
ce marqueur sont tres similaires a ceux obtenus 
ex vivo avec la methode TUNEL. 
Les experiences ont servi a se familiariser avec 
la manipulation de plus gros animaux et valider 
l'approche etablie plus tot pendant le projet. 
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7.2 Contributions originales 
Le projet a conduit a l'utilisation de nombreux marqueurs fluorescents. Certains sont tres 
repandus et ont deja ete utilises de nombreuses fois en recherche (Dextran-FITC, Acridine 
Orange, Acriflavine). D'autres au contraire n'ont jamais ete utilises in vivo. lis ont ete concus 
pour des experiences ex vivo, pour imager par exemple des cellules en culture. Les dosages et 
les concentrations ont ete modifies afin de s'adapter aux conditions in vivo. Apres quelques 
mises au point, ces produits ont fourni des resultats tres satisfaisants et ont permis de 
visualiser in vivo des phenomenes qui ne l'avaient pas ete precedemment. 
Le microscope endoscopique FIVE1 de la societe Optiscan a ete utilise pour de tres 
nombreuses applications (foie (Goetz et al., 2008), rein, cancer de la peau, cerveau,...). 
Cependant, tres peu d'etudes (Rooney et al., 2002) ont ete realisees sur le poumon, mais 
surtout sur la reparation pulmonaire. L'approche intra alveolaire (avec notamment l'appareil 
de Mauna Kea) est elle au centre de nombreuses etudes, mais l'approche transthoracique est 
encore assez peu etudiee. L'approche qui a ete choisie pour l'etude est done novatrice et 
apporte une information differente, mais complementaire a l'approche alveoloscopique, a 
savoir une information sur la structure tridimensionnelle du poumon. 
L'etude au complet a constitue un enorme defi. En effet, il n'existe pas ou peu de precedents 
d'etudes sur le sujet. L'equipe a ete en mesure de realiser ce projet depuis le tout debut et 
d'obtenir des resultats avances et abondants en peu de temps. Remplacer la biopsie 
pulmonaire et l'examen entre lames et lamelles, qui sont des outils trse utilises, par un examen 
in vivo au chevet d'un etre vivant d'un organe-cle qu'est le poumon est une chose tres 
novatrice dont le potentiel est enorme : plus de prelevements de tissus et une invasivite 
grandement reduite. 
7.3 Perspectives de recherche 
Les experiences sur le cochon ont ouvert la voie a de nouveaux defis. En effet, les operations 
sur le cochon requierent tout un equipement, mais surtout une nouvelle approche des produits 
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de marquage. Les doses ne sont plus du tout les memes. II faudra done reevaluer ces quantites 
a injecter a l'animal afin d'obtenir des images comparables en qualite a celles obtenues avec le 
rat. 
L'optimisation des images est 6galement un axe futur de recherche. Un bras articule robotise 
pourrait etre developpe. Synchronise sur la frequence cardiaque et/ou respiratoire de l'animal, 
il permettrait a la sonde de suivre en temps reel le poumon en permanence. Actuellement, la 
sonde est en contact avec le poumon seulement lors de l'inspiration. Lors de l'expiration, la 
sonde ne colle plus ou poumon (sauf quand la succion est mise). Mais dans ce dernier cas, la 
succion peut tirer sur le poumon et l'endommager. Si la sonde suit le poumon, le probleme est 
regie. 
L'enorme defi de ce projet est d'imager la reparation pulmonaire chez l'homme. L'animal 
permet de mettre en place les protocoles, mais le but final est tout de meme d'etre capable de 
suivre la reparation pulmonaire chez les etres humains. Pour cela, il faut travailler l'approche 
de la sonde. Le cochon est pour cela tres utile, son anatomie etant tres proche de celle de 
l'homme (du point de vue de la cage thoracique dans le cas present). L'autre point cle est le 
marquage. Pour le moment, la plupart des marqueurs utilises n'ont jamais ete teste sur 
l'homme pour des raisons de dangerosite : certains marqueurs sont mutagenes, e'est-a-dire 
qu'ils vont s'integrer dans l'ADN. D'autres pourraient provoquer des reactions allergiques ou 
declencher certaines maladies. Trouver des marqueurs adaptes a l'homme, mais qui 
remplissent le meme role que ceux utilises actuellement est une partie tres importante a 
developper). 
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